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Résumé
Les Eucalyptus présentent une diversité spécifique importante, mais le froid limite leur
implantation en régions tempérées. Afin d’aider la sélection, la thèse visait à étudier la variabilité
naturelle de séquence sur des gènes de facteurs de transcription CBF (C-repeat Binding Factor)
impliqués dans la réponse au froid. Une méthode de phénotypage de la tolérance au froid au
stade plantule a été mise en place sur six espèces d’Eucalyptus et une espèce de Corymbia. En
parallèle, l’isolement et la caractérisation des promoteurs et des parties codantes de quatre CBF
ont été obtenus chez Eucalyptus gunnii. Une étude d’expression en RT-PCR réalisée sur trois
espèces et sur 14 génotypes d’E. gunnii, soumis à des traitements au froid montre que les CBF
sont régulés en fonction des conditions de froid et du génotype. Enfin, les premières corrélations
entre tolérance au froid et expression CBF ainsi que des polymorphismes de séquence ont été
recherchées sur 14 génotypes d’E. gunnii.
Mots-clés : Eucalyptus, CBF, tolérance au froid, RT-PCR, polymorphismes de séquence
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Les Eucalyptus représentent des arbres forestiers originaires d’Australie et plus de 700
espèces sont répertoriées à ce jour. Parmi ces espèces un grand nombre est originaire de l’île de
Tasmanie et de l’île principale d’Australie et seulement quelques espèces ont pour origine
l’Indonésie. Il est probable que l’Eucalyptus par ses qualités de repousse après incendies ait pu
coloniser de grandes surfaces en Australie. Sur ce continent, tous les types de climats sont
représentés sauf les gels extrêmes, l’Eucalyptus s’est donc adapté aux conditions défavorables
comme la sécheresse, le froid et le sel et présente une diversité spécifique très forte pour une île-
continent. Lorsque la partie aérienne est détruite par un incendie ou un gel ou par une coupe en
production, des bourgeons dormants situés sous l’écorce peuvent rapidement donner de
nouvelles tiges permettant d’occuper très rapidement l’espace libre. Par ailleurs, la croissance
rapide et la qualité de son bois font de l’Eucalyptus le feuillu le plus planté au monde pour des
usages industriels, principalement pour la pâte à papier. En 2000, la superficie totale des
plantations d’eucalyptus atteignait 18 millions d’hectares principalement en Inde, au Brésil, en
Afrique et en Europe (FAO, 2000). La plupart des espèces réparties à travers le monde ont une
croissance rapide et sont plutôt des espèces de climat tropical assez sensibles au froid (gel).
L’implantation de l’Eucalyptus est donc réservée aux pays ayant des périodes de gel très courtes
et peu prononcées. Par contre au plan fondamental, l’Eucalyptus constitue un modèle intéressant
pour l’étude de la tolérance au froid, car il ne perd pas ses feuilles en hiver, n’a pas
d’endodormance et présente une croissance opportuniste. Certaines espèces ont une bonne
tolérance intrinsèque au froid, mais surtout elles sont capables de s’acclimater quand la
température diminue progressivement pendant l’automne. Ainsi, après acclimatation l’espèce
Eucalyptus gunnii peut tolérer des gels jusqu’à -18 °C.
L’AFOCEL devenu récemment le FCBA s’investit dans l’implantation de l’eucalyptus
dans le Sud Ouest de la France depuis les années 1960. Les meilleures espèces et meilleures
provenances ont été recherchées à partir de semences récoltées en Tasmanie. E. gunnii présente
le meilleur compromis entre tolérance au froid et vigueur et a été exploité en tant qu’espèce pure
pour la production ou comme source pour introgresser la tolérance au froid dans des espèces plus
productives, principalement Eucalyptus dalrympleana. Jusqu’à aujourd’hui, l’amélioration des
espèces cultivées d’Eucalyptus a procédé par la voie de la sélection classique avec un
phénotypage des plantes à l’âge adulte pour les caractères de croissance, qualité du bois et
tolérance au froid suivi d’un clonage par voie végétative. Cette démarche d’amélioration est
lourde à mettre en place pour des ligneux dont le temps entre les générations est de plusieurs
années à plusieurs décennies. Grâce à l’apport des biotechnologies via la sélection assistée par

Introduction générale
- 3 -
marqueurs ou le génie génétique, les sélectionneurs espèrent apporter des solutions adaptées pour
les ligneux et réduire ainsi le temps et le coût de la sélection sur des populations naturelles. Dans
cet objectif, la tolérance au gel s’avère actuellement comme le caractère prioritaire au niveau
français pour l’amélioration de l’Eucalyptus. La transformation génétique est possible pour
quelques espèces, mais E. gunnii s’avère particulièrement récalcitrant à la culture in vitro. La
mauvaise perception des organismes génétiquement modifiés en France est également un frein
au développement de programmes de transfert de gènes. C’est pourquoi, la stratégie privilégiée
au plan national est l’exploitation des marqueurs moléculaires permettant de caractériser des
populations d’individus à des stades précoces. Non seulement cette démarche permettrait un gain
de temps sur la sélection clonale, mais autoriserait également l’exploitation de semis pour la
production, s’affranchissant ainsi des problèmes de bouturage (Teulieres et al., 2007). Le type de
marqueurs que l’on a choisi au laboratoire correspond aux marqueurs SNP (Single Nucleotid
Polymorphism) sur gène candidat, plus précis que les marqueurs RAPD, AFLP ou
microsatellites puisqu’ils révèlent des polymorphismes quelquefois réduits au nucléotide. Les
gènes codant les facteurs de transcription CBF (C-repeat Binding Factor) découverts d’abord
chez Arabidopsis puis identifiés chez de nombreuses espèces herbacées ou ligneuses sont des
gènes candidats pour la recherche de marqueurs car ils semblent impliqués dans la tolérance au
froid. Les protéines CBF étant très conservées entre les espèces végétales, c’est surtout dans les
séquences promotrices des gènes que les polymorphismes devraient être les plus fréquents.
L’équipe d’accueil étudie depuis quelques années la tolérance au froid de l’Eucalyptus et
a, en particulier, développé des méthodes d’acclimatation au froid par culture à des températures
fraîches et de mesure de tolérance au froid sur différents matériels. Au début de mes travaux,
plusieurs séquences partielles ou complètes de gènes CBF d’E. gunnii étaient déjà disponibles.
EguCBF1a isolé à partir d’ADN génomique est complet, ainsi que deux séquences partielles
(EguCBF1b et EguCBF1c) issues de banque d’ADNc de feuilles d’E. gunnii placées au froid.
Les premières analyses d’expression avaient montré que tous ces gènes répondaient au stress
froid chez E. gunnii.
L’objectif de mon travail de thèse était d’isoler et caractériser d’autres gènes codant les
facteurs de transcription CBF chez l’Eucalyptus et de mettre en place les méthodes et outils en
vue de réaliser des études d’association tolérance au froid et polymorphismes des gènes CBF.
Dans une première partie, il est abordé la caractérisation phénotypique des jeunes plantules
d’eucalyptus issues de semis en comparant le comportement de plusieurs espèces de sensibilité
au froid différente afin de définir la méthode de mesure de la tolérance au froid la mieux adaptée
à ce matériel végétal et qui représente au mieux la tolérance des arbres au champ. La deuxième
partie du manuscrit est consacrée à l’isolement et la caractérisation des gènes CBF chez E.
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gunnii et quelques autres espèces d’Eucalyptus ou de Corymbia. L’obtention de séquences
génomiques les plus complètes possibles de chaque gène CBF est nécessaire pour envisager des
études de polymorphisme des séquences ADN et des études d’expression avec des traitements au
froid. La troisième et dernière partie décrit le phénotypage moléculaire de génotypes d’E. gunnii
en comparant l’expression des gènes CBF dans différentes conditions. Finalement une étude de
polymorphisme de séquence d’un gène CBF a été réalisée sur un échantillon de plantules d’E.
gunnii de différentes provenances préalablement phénotypées et des corrélations ont été
recherchées entre polymorphisme des CBF et tolérance au froid afin d’identifier les premiers
marqueurs moléculaires potentiels de la tolérance au froid chez E. gunnii.
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Chapitre I
Caractérisation phénotypique
de la tolérance au froid
chez Eucalyptus gunnii
et autres eucalyptus
Figure 1 : Limite naturelle de la distribution des eucalyptus avec la ligne de Wallace et la ligne de
Huxley (d’après Pryor, 1976 ; George, 1981)
Classification générale Eucalyptus étudiés
Famille Genre Sous
genre
Section Groupe Espèce
Myrtaceae Angophora
( 7 espèces)
Corymbia
( 113 espèces)
Ochraria
( 12 espèces)
Corymbia maculata
Eucalyptus
( 700 espèces)
Eudesmia
( 20 espèces)
Nothocalyptus
( 1 espèce)
Symphyomyrthus
( 450 espèces)
Transversaria
( 25 espèces)
Eucalyptus urophylla
Eucalyptus pellita
Exsertaria
( 19 espèces)
Eucalyptus camaldulensis
Maidenaria
( 75 espèces)
Eucalyptus gunnii
Eucalyptus nitens
Monocalyptus
( 140 espèces)
Blue-leaved ashes
( 14 espèces)
Eucalyptus pauciflora
Tableau 1 : Classification des eucalyptus étudiés (d’après Pryor et Johnson, 1971, modifiée en
1995 par Hill et Johnson)
Nouvelle CalédonieAustralie
Ligne de Wallace
Nouvelle
Zélande
Bali
Ligne
de
Huxley
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1. Etude bibliographique : Eucalyptus et tolérance au froid
1.1. L’Eucalyptus : une diversité importante
Le genre Eucalyptus comprend environ 700 espèces réparties sur l’île-continent Australie
et sur une petite partie du sud-est Asiatique (Fig. 1). Le genre Eucalyptus est presque totalement
endémique de l’Australie puisque seulement quelques espèces ne sont pas originaires
exclusivement de ce pays et une seule n’y est pas représentée (Pryor, 1976 ; George, 1981).
1.1.1. Classification
Les eucalyptus sont des angiospermes dicotylédones de la famille des Myrtacées. La
principale classification est celle de Pryor et Johnson (Pryor et Johnson, 1971) qui définit sept
sous-genres (Corymbia, Blakella, Eudesmia, Gaubaea, Idiogenes, Monocalyptus et
Symphyomyrtus). Un huitième sous-genre (Telocalyptus) a été suggéré par (Johnson, 1976). Plus
récemment, les sous-genres Corymbia et Blakella ont été formellement séparés du reste des
Eucalyptus et placés dans un nouveau genre Corymbia (Hill et Johnson, 1995). Actuellement, les
eucalyptus sont répartis dans les genres Eucalyptus, Corymbia et Angophora. Le genre
Eucalyptus comprend principalement les sous-genres des Symphyomyrtus et des Monocalyptus
qui contiennent la plupart des espèces cultivées (Tableau 1).
1.1.2. Description botanique
Le mot « eucalyptus » vient du grec eu, « bon » et kalyptos, « couvrir », car les pétales et
sépales sont soudés. L’autre nom est « gommier » qui fait allusion à la gomme résineuse rouge
que les arbres exsudent quand ils sont blessés. Son habitat consiste en général en des sols acides
et humides.
Un dimorphisme foliaire existe chez les eucalyptus. En effet, les jeunes feuilles de plantes
issues de semis ou des rejets et les branches basses sont différentes des feuilles adultes. Les
feuilles juvéniles sont plutôt arrondies alors que les feuilles adultes sont plutôt longues et effilées
selon les espèces. La principale caractéristique physiologique est la persistance des feuilles.
L’écorce des arbres de nombreuses espèces est lisse et s’exfolie ou se détache par
plaques.
L’inflorescence des eucalyptus est en général sous forme d’ombelles. Les fleurs n’ont pas
de pétale, mais un opercule qui protège les étamines, nombreuses, et s’éjecte quand la fleur est
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prête à recevoir les insectes. Le fruit est une capsule lignifiée qui est mûre au bout d’un an. Elle
contient des graines en général petites qui sont dispersées par le vent.
Le port des eucalyptus est très varié. Pour une même espèce les formes peuvent aller du
buisson si les conditions édaphiques et climatiques sont défavorables, au peuplement forestier
avec des arbres de hauteur de 30 à 50 mètres en conditions favorables. Certains individus
d’Eucalyptus regnans peuvent atteindre 100 mètres de haut et ils constituent également les
angiospermes les plus grands du monde. Certaines espèces existent également sous forme de
« mallee », terme australien qui désigne un arbre présentant plusieurs tiges partant d’un même
lignotuber ou organe souterrain lignifié.
Présent chez la plupart des espèces, le lignotuber est riche en réserves et comprend de
nombreux bourgeons végétatifs. Il permet à la plante de régénérer des tiges si la partie aérienne
de l’arbre est détruite par le feu, le gel ou la récolte. Cette particularité constitue une première
adaptation des eucalyptus aux principaux stress abiotiques et aux incendies dans leur aire de
répartition d’origine.
La croissance des eucalyptus est continue car ils n’ont pas d’endodormance contrairement
à la plupart des espèces ligneuses. Ils sont opportunistes, c'est-à-dire que leur croissance dépend
essentiellement de la température moyenne. Elle est maximale en condition favorable mais
ralentie voire nulle en condition de stress abiotique tel que le froid ou la sécheresse. Par contre
les eucalyptus sont très réactifs après les stress. D’une part, les bourgeons végétatifs
épicormiques activés très rapidement après blessure donnent de nouvelles tiges. Dans le cas des
incendies, la très forte température de l’incendie favorise la germination des graines enfouies
dans le sol, permettant une reprise de végétation beaucoup plus rapide que la plupart des autres
plantes. Cette réactivité explique la compétitivité des eucalyptus pour l’occupation de l’espace,
en particulier après les incendies, qui ont toujours été très fréquents en Australie.
1.1.3. Mode de reproduction
La majorité des espèces d’Eucalyptus présentent un nombre de chromosome de 2n = 22.
Les fleurs sont hermaphrodites, les organes mâles et femelles se trouvent dans la même fleur.
L’âge de maturité oscille selon les espèces de 3 à 10 ans, mais un décalage de floraison existe
entre les différentes unités génétiques (individus, provenances, espèces). La pollinisation est
principalement entomophile ou réalisée par les oiseaux pour les espèces à grandes fleurs (Hopper
et Moran, 1981), ce qui favorise dans ce dernier cas l’hybridation inter-spécifique. La distance de
dispersion du pollen est généralement inférieure à 100 mètres (Eldridge et al., 1993).
F
(
Eucalyptus gunnii
Australie : Tasmanie
Eucalyptus nitens
Australie : New South Wales
VictoriaEucalyptus pauciflora
Australie : Queensland
New South Wales
VictoriaTas
Tasmanie
Eucalyptus camaldulensis
AustralieEucalyptus urophylla
Indonésie : Timor
Wetar
Adonarra
Alor
Flores
Lomblenigure 2 : Aires de répartition naturelles et capsules florales des différentes espèces étudiées
d’après Brooker et Kleinig, 1996 ; Martin et Cossalter, 1976 ; Gunn et McDonald, 1991)
Pantar
Eucalyptus pellita
Australie : Queensland
Nouvelle Guinée
Corymbia maculata
Australie : Queensland
Victoria
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L’allogamie préférentielle est favorisée par différents mécanismes dont la protandrie
(maturation décalée du stigmate et du pollen), mais aussi l’incompatibilité du tube pollinique et
du stigmate, la stérilité mâle et par un mécanisme génétique de contrôle d’incompatibilité (Pryor,
1976). Cependant, il existe une part non négligeable d’autogamie lors de la fécondation. Dans les
conditions naturelles, le taux d’allofécondation moyen est estimé à 75 % avec des variations
comprises entre 60 et 90 % (Moran et al., 1989). L’autofécondation produit des graines peu
viables avec des taux de germination réduits et une croissance plus lente. Les arbres très
consanguins sont éliminés simplement par concurrence avec les autres arbres. Des formes
anormales plus ou moins létales, appelées « dwarfs » ou naines sont parfois observées, mais sans
être obligatoirement reliées à la consanguinité (Arbez et Lacaze, 1999).
1.1.4. Description des différentes espèces étudiées
Dans ce projet, six espèces du genre Eucalyptus et une espèce du genre Corymbia ont été
étudiés pour le phénotypage au froid au stade plantule (Fig. 2). Ces différentes espèces choisies
présentent une gamme variée de tolérance au froid. Leur description botanique a été réalisée en
détail antérieurement et le nombre et la forme des capsules florales permettent de distinguer les
espèces au stade adulte (Brooker et Kleinig, 1996 ; Martin et Cossalter, 1976 ; Gunn et
McDonald, 1991). Leurs caractéristiques principales, leurs capacités de tolérance au froid et de
croissance seront présentées ici.
 Eucalyptus gunnii
Le gommier à cidre ou Eucalyptus gunnii est une espèce endémique d’Australie et plus
particulièrement de l’île de Tasmanie. Dans les régions montagneuses les plus froides et jusqu’à
1100 m d’altitude, cette espèce peut tolérer jusqu’à -18 °C (Tableau 2). Cette tolérance au froid a
permis son implantation en Europe et jusqu’en Grande Bretagne.
L’arbre adulte est de taille moyenne présentant beaucoup de branches. Les capsules
florales sont au nombre de 3 (Brooker et Kleinig, 1996).
Sa croissance est bonne si les conditions sont favorables, mais c’est une espèce sensible à de
longues périodes de sécheresse. Son bois est utilisé pour la papeterie principalement, ses feuilles
pour les huiles essentielles et c’est également un arbre d’ornement.
Espèce Caractéristiques physiques Températures de culture (°C) Croissance
Altitude
(m)
Besoins en
eau
(mm/an)
Saison
sèche
(mois)
Tolérance
au sel
Hauteur
(m)
Feuilles
(cm)
Minimum
absolu
Moyenne du mois
Semis Juvéniles Adultes Le
plus
froid
Moyenne Le
plus
chaud
E. gunnii 0-1100 800-2400 0-2 Exposition
maritime
30 7  4 8  3 -14
(période
longue)
-18
(période
courte)
-3-3 5-13 15-26 Rapide
E. nitens 600-1600 750-1500 0-6 40-70
et
parfois >
90
4-10 
2-4
8,5-17 
4,5-8
13-24 
1,5-2,5
-12 -1-7 9-18 20-28 Rapide
(40 m3/ha/an)
E. pauciflora 0-2000 600-1600 0-4 Exposition
maritime
12 18  7,5 16  2,7 -8 (période
longue)
-14
(période
courte)
-5-6 5-16 16-30 Lente
E. camaldulensis
(provenances du
nord)
0-1500 250-2500 2-8 Sol avec
teneur
élevé en
sel
20 et
parfois
jusqu’à 50
26  8 8-22 
1-2
6-22 18-28 28-40 Modérée
E. camaldulensis
(provenances du
sud)
400-1200 0-7 Sol avec
teneur
élevé en
sel
20 et
parfois
jusqu’à 50
26  8 8-22 
1-2
-8 3-14 13-22 21-40 Modérée
C. maculata 0-950 620-2000 0-5 15-22 23  9,5 18  2,5 -8 0-13 12-23 24-32 Modérée
E. urophylla 500-3000 1100-2700 0-6 > 45 10-15 
5-8
-4 8-22 18-28 20-34 Rapide
E. pellita 0-800 900-4000 > 40 5-15 
1,6-7
14-21 
7-8,5
10-15 
2-4
10-19 19-25 28-33 Modérée
Tableau 2 : Principales caractéristiques des eucalyptus étudiés d’après Booth et Pryor (1991)
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 Eucalyptus nitens
Le gommier brillant ou Eucalyptus nitens a pour origine le sud du New South Wales et
l’est du Victoria en Australie. Son habitat représente les collines et les régions montagneuses de
haute altitude jusqu’à 1600 m. C’est également une espèce tolérante au froid jusqu’à -12 °C,
mais moins que l’espèce E. gunnii (Tableau 2).
La taille des arbres peut varier de 40 à 70 m. L’écorce est lisse ou rugueuse et persistante
à la base de l’arbre. Les capsules florales à l’aisselle des feuilles sont au nombre de 7 (Brooker et
Kleinig, 1996).
Sa croissance rapide, sa bonne tolérance au froid et ses qualités du bois voisines du
groupe « cendre » des eucalyptus (serie Obliquae : E. delegatensis, E. fastigata et E. regnans)
malgré son appartenance au groupe « gommes bleues du sud » (serie Globulinae : E. globulus et
E. cypellocarpa) en font une espèce très plantée dans le sud de l’Australie. Son bois est utilisé
pour la construction et la pâte à papier (Eldridge et al., 1993).
 Eucalyptus pauciflora
Le gommier des neiges ou Eucalyptus pauciflora est originaire du sud-est du Queensland,
du New South Wales, du Victoria et de la Tasmanie en Australie. Il se localise dans les
montagnes et les plateaux jusqu’à 2000 m (Tableau 2). C’est une espèce très tolérante au froid,
mais sa croissance est très lente ce qui limite sa culture.
Les arbres sont de taille moyenne avec rarement de très grands arbres. Les capsules
florales sont au nombre de 11 ou plus (Brooker et Kleinig, 1996).
Cette espèce est utilisée essentiellement comme bois de chauffage.
 Eucalyptus camaldulensis
Le gommier rouge de rivière ou Eucalyptus camaldulensis est largement répandu le long
des rivières et des vallées du sud-est de l’Australie. Il est également très représenté sur tout le
territoire Australien. C’est un eucalyptus très tolérant au stress salin et à la sécheresse, mais sa
tolérance au froid dépend des provenances. Les provenances du sud de l’Australie peuvent
tolérer des gels jusqu’à -8 °C et sont plus tolérantes que les provenances du nord du pays
(Tableau 2).
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Les arbres ont le plus souvent une taille moyenne, mais il existe de grands arbres chez
cette espèce. Les capsules florales sont insérées à l’aisselle des feuilles, au nombre de 7 à 11 ou
plus (Brooker et Kleinig, 1996).
Sa culture est très répandue en raison de sa croissance rapide et sa tolérance pour les
milieux salés. Il est utilisé principalement pour le bois d’œuvre et son ombrage.
 Eucalyptus urophylla
Les eucalyptus de l’espèce Eucalyptus urophylla font partie des quelques espèces non
originaires de l’Australie, mais d’Indonésie avec les îles de Timor, Wetar, Adonara, Alor, Flores,
Lomblen et Pantar. Ces eucalyptus sont peu tolérants au froid et ne survivent que jusqu’à -4 °C,
mais ils peuvent vivre en altitude jusqu’à 3000 m en région tropicale (Tableau 2). Il existe des
variations de tolérance au froid selon les provenances. Par contre ils ont des besoins en eau assez
élevés jusqu’à 2700 mm de pluviométrie par an et supportent donc moyennement les périodes
sèches (Eldridge et al., 1993).
Les arbres sont en général de grande taille, souvent supérieure à 45 m. L’inflorescence est
axillaire, simple en ombelle, avec 5 à 8 fleurs.
Leur croissance rapide et leur rusticité ont permis leur implantation dans les zones
tropicales à travers le monde. Ils sont utilisés pour la production de pâte à papier, le bois de
construction et le bois de chauffage.
 Eucalyptus pellita
Le « mahogany » à grands fruits rouges ou Eucalyptus pellita est un eucalyptus distribué
dans les zones côtières et subcôtières de l’est de la Péninsule Cape York du nord du Queensland
en Australie, mais aussi en Nouvelle Guinée. C’est un arbre peu tolérant au froid se développant
dans les zones avec un climat plutôt tropical avec des besoins en eau importants pouvant
atteindre 4000 mm de pluviométrie par an (Tableau 2).
Les arbres peuvent avoir des tailles très variées. Plus de 7 capsules florales sont insérées à
l’aisselle des feuilles (Brooker et Kleinig, 1996).
Cet arbre a une croissance très rapide et les huiles essentielles obtenues à partir des
feuilles sont surtout utilisées comme répulsif contre Wasmannia auropunctata qui est un parasite
des forêts et des cultures fruitières à Cuba.
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 Corymbia maculata
Le gommier boutonneux ou Eucalyptus maculata se trouve naturellement dans le sud-est
de l’Australie près des côtes du Queensland et du Victoria. Cette espèce appartenant à un genre
proche du genre Eucalyptus est caractérisée par une tolérance au froid modérée, jusqu’à -8 °C
(Tableau 2).
Les arbres de cette espèce ont une taille moyenne à grande. Les groupes de capsules
florales sont au nombre de 3 disposés sur de courtes pousses (Brooker et Kleinig, 1996).
L’attrait esthétique de cet arbre à croissance modérée permet une utilisation comme arbre
d’ornement essentiellement.
1.2. Tolérance au froid de l’Eucalyptus
L’exposition des végétaux aux températures fraîches conditionne leur croissance, leur
productivité et leur distribution géographique. En général, les plantes d’origine tropicale n’étant
jamais exposées à des températures de gel sont sensibles au chilling qui est l’exposition à des
températures positives mais fraîches (< à 12 °C). Par contre les plantes issues des régions
tempérées avec des épisodes climatiques de gel plus ou moins forts et plus ou moins longs sont
peu sensibles au chilling et tolèrent plus ou moins le gel. La tolérance au gel est en général
dépendante du stade de développement de la plante et de l’intensité du gel (vitesse, amplitude
thermique, durée). En Europe, les principaux ligneux feuillus se sont adaptés au froid en perdant
leurs feuilles pendant l’hiver, ne laissant exposée qu’une partie de leur appareil végétatif : le
tronc et les branches protégés par l’écorce et des bourgeons dormants plus ou moins isolés par
des écailles. En raison de la croissance « continue » et du caractère sempervirent de l’Eucalyptus,
ses organes restent exposés au froid. On peut donc supposer que les espèces capables de survivre
dans des zones au climat tempéré comme la Tasmanie ont développé au niveau cellulaire des
stratégies de tolérance au froid très efficaces. Ces espèces sont un bon modèle pour étudier les
mécanismes adaptatifs aboutissant à la tolérance au froid en évitant l’interférence avec d’autres
stratégies adaptatives comme l’endodormance.
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1.2.1. Tolérance par adaptation morphologique ou cellulaire
Dans les régions où des épisodes de froid peuvent survenir sur de courtes durées, les
plantes ont adapté leur appareil végétatif exposé au froid ou leur composition cellulaire afin
d’éviter les dégâts souvent irréversibles provoqués par la cristallisation de l’eau dans la plante.
1.2.1.1. Morphologie adaptée au froid
La première adaptation des eucalyptus vis-à-vis du froid est la forme des arbres. Les
eucalyptus sont des arbres qui peuvent avoir une taille et des formes très différentes, du buisson
aux grands arbres. Avec l’altitude, la taille des arbres est en général réduite pour s’adapter au
vent et se rapprocher du sol. En Tasmanie, en altitude, on retrouve souvent des populations d’E.
coccifera sous forme de petits arbres tolérants au froid car une partie de leur appareil végétatif
est isolée du froid par la neige (Davidson et Reid, 1985).
Une autre adaptation des eucalyptus au froid est la présence de bourgeons épicormiques
isolés du froid par l’écorce. Si la partie foliaire est détruite par un gel sévère par exemple,
lorsque les conditions climatiques redeviennent favorables, ces bourgeons se développent en
nouvelles pousses qui donneront naissance à de nouvelles tiges.
A la base du tronc, près des racines, le lignotuber est également un élément adaptatif des
eucalyptus qui permet une régénération de l’arbre l’été suivant si la partie aérienne est détruite
par le froid sévère de l’hiver (Davidson et Reid, 1985).
La présence d’une cuticule épaisse à la surface des feuilles, outre son rôle pour limiter la
transpiration, constitue également une stratégie d’adaptation au froid. Ainsi les génotypes d’E.
gunnii ayant des feuilles les plus glauques, aspect donné par la cuticule (spp. gunnii) sont plus
tolérants au froid en milieu naturel que ceux qui ont les feuilles les plus vertes (spp. archeri)
(Potts et Reid, 1985a ; Potts et Reid, 1985b). Les feuilles glauques ont une cuticule plus épaisse
et contiennent plus d’acides gras libres et d’esters à longue chaînes que les feuilles vertes chez E.
gunnii (Wirthensohn et al., 1999).
Par contre, la morphologie et la tolérance au froid des eucalyptus varient avec le
développement de l’arbre.
Il existe d’abord un dimorphisme foliaire entre les feuilles juvéniles et adultes qui sont
différentes en forme, en taille et en épaisseur. En général chez la plupart des Eucalyptus les
feuilles juvéniles plus fines sont plus sensibles au froid que les feuilles adultes plus épaisses. Par
contre, chez E. gunnii l’espèce d’Eucalyptus la plus tolérante au froid en milieu naturel, les
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feuilles juvéniles plus arrondies sont aussi épaisses et sans pédoncule alors que les feuilles
adultes sont allongées, épaisses et pédonculées (Davidson et Reid, 1985).
Dans une même catégorie de feuilles juvéniles, les feuilles les plus jeunes et les feuilles
matures ont des tolérances au froid différentes. Par exemple, sur des plantes d’Eucalyptus
delegatensis étudiées en laboratoire, les feuilles des étages foliaires supérieurs sont plus
tolérantes que les cotylédons et les premières feuilles. Mais les feuilles d’un même étage foliaire
plus âgées sont plus tolérantes au froid que des feuilles jeunes situées sur le même étage et la
plante est plus sensible du semis jusqu’à l’âge de 6 mois (Battaglia et Reid, 1993). Chez E.
nitens, les arbres sont bien plus tolérants au froid à 5 ans plutôt qu’à 1 an (Tibbits, 1986).
1.2.1.2. Cellules adaptées au froid
La protection des cellules vis-à-vis du froid implique la régulation de gènes codant des
protéines effectrices. Parmi celles-ci il y a les AFP (anti-freeze proteins), les enzymes impliquées
dans la modification de la composition membranaire (glycoprotéines, désaturases, etc…) ou dans
la synthèse d’osmolytes ou de sucres et les protéines cryoprotectrices : des déhydrines ou LEA,
des HSP (heat shock proteins).
Dans l’équipe il a été montré que des suspensions cellulaires de clones d’E. gunnii
tolérant le froid contiennent jusqu’à dix fois plus de proline (acide aminé) libre que les
suspensions issues de clones sensibles au froid (Teulières et al., 1989). La fluidité des
membranes peut également être affectée par le froid. Le plasmalemme et le tonoplaste d’un
génotype d’E. gunnii tolérant au froid sont plus fluides en comparaison avec un génotype
sensible et ce phénomène serait lié à une plus grande mobilité latérale rotationnelle des lipides
(Leborgne et al., 1992). L’enrichissement en sucres solubles dans les cellules a largement été
étudié avec la réponse au froid de l’eucalyptus. Chez les plantes tolérantes d’E. globulus et des
hybrides de cette espèce avec E. gunnii, E. viminalis et E. cypellocarpa la pression osmotique est
corrélée avec une plus grande tolérance au froid (Almeida et al., 1994). En condition contrôlée
ou dans le milieu naturel les génotypes tolérants au froid d’E. gunnii ont des contenus en sucres
solubles plus élevés que les génotypes moins tolérants au froid (Leborgne et al., 1995). De plus,
sur l’hybride E. gunnii  E. globulus, l’ajout de sucres ou sucre-alcools tels que le mannitol, le
sucrose, le raffinose ou le fructose dans le milieu des cultures cellulaires augmente sensiblement
la survie au froid des cultures cellulaires (Travert et al., 1997).
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1.2.2. Acclimatation au froid
L’acclimatation au froid des plantes est une réponse adaptative et réversible qui induit
une augmentation de la tolérance au gel après une diminution progressive des températures
positives. Les diminutions de la photopériode et de l’éclairement sont des facteurs qui participent
à l’acclimatation des plantes (Gray et al., 1997). En réduisant en laboratoire la température de
culture de plantules d’E. nitens, un gain de tolérance au froid est obtenu dès 14 jours
d’acclimatation (Tibbits et Reid, 1987a). Chez E. nitens et E. pauciflora des plantules issues de
semis mises en acclimatation pendant plus de 2 mois sont devenues plus tolérantes au froid et à
la photoinhibition, ce qui augmente la productivité en températures basses (Warren et al., 1998).
En conditions contrôlées, avec une diminution progressive des températures, des plantules d’E.
globulus, d’E. gunnii  E. globulus et d’E. cypellocarpa  E. globulus peuvent s’acclimater mais
celles d’E. gunnii  E. globulus s’acclimatent le mieux (Travert, 1997). De plus, dans une
acclimatation au froid de descendances d’E. globulus et de ses hybrides avec des espèces
tolérantes au froid représentant E. gunnii, E. viminalis et E. cypellocarpa, les auteurs concluent
que les hybrides sont plus tolérants qu’E. globulus après acclimatation (Almeida et al., 1994). La
tolérance au froid se transmet de façon principalement additive chez l’Eucalyptus (Tibbits et al.,
1991). Ainsi, le croisement d’espèces sensibles au froid avec des espèces plus tolérantes permet
d’obtenir des descendances présentant à la fois une meilleure tolérance au gel que les espèces
sensibles de départ et une meilleure productivité à des températures basses. Un effet d’hétérosis a
déjà été démontré chez la plante modèle Arabidopsis thaliana avec des hybrides tolérants au gel
de différentes acessions présentant de plus fortes teneurs en sucres (Rohde et al., 2004) et en
flavonoides (Korn et al., 2008).
En dehors de leur aire d’origine, les eucalyptus peuvent s’acclimater comme c’est le cas
d’E. gunnii, qui a résisté avec des températures inférieures à -20 °C pendant les hivers de 1981 et
1982 en Grande-Bretagne (Sheppard et Cannell, 1987).
Si les conditions redeviennent favorables, la désacclimatation est deux fois plus rapide
que l’acclimatation. Ce phénomène a été mis en évidence chez E. delegatensis (Hallam et Reid,
1989) et chez E. gunnii (Keller, 2006).
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1.3. Méthodes de mesure de la tolérance au froid chez l’Eucalyptus
1.3.1. Estimations visuelles
Pour les plantes exposées au froid en conditions contrôlées, des semis sont réalisés et
placés en chambre de culture à la température optimale de croissance, puis les plantes sont
exposées à des températures fraîches ou gélives pendant plusieurs jours ou semaines et elles sont
ensuite replacées en conditions de culture normale. Ensuite une température de survie des plantes
peut être calculée ou LT50 (Lethal Température 50) qui correspond à la température à laquelle
50 % de plantes survivent. Cette technique destructrice nécessitant une grande quantité de
matériel végétal est utilisée principalement pour les plantes ayant une croissance rapide
représentées par A. thaliana ou les céréales. Chez l’Eucalyptus elle a été utilisée avec succès
chez E. globulus et des hybrides incluant cette espèce (Almeida et al., 1994).
En plein champ, une estimation des dégâts peut être réalisée visuellement après l’hiver à
l’aide d’une échelle de notation de Cauvin. Cette échelle comprend neuf notes avec de 1 pour la
tige vivante, le feuillage indemne et l’apex vivant à 9 pour la tige détruite, les 3/3 du feuillage
détruit et l’apex brûlé mais un rejet possible de souche (Cauvin, 1987). Elle est principalement
utilisée par les sélectionneurs comme le FCBA (ex AFOCEL). Des plantules issues de semis de
graines de populations d’E. gunnii de Tasmanie en Australie, phénotypées au champ en France
avec cette échelle après l’hiver en 1986-1987, ont montré un niveau de tolérance très différent en
fonction de leur provenance (Cauvin, 1987). La principale limite de cette méthode est qu’elle est
fortement dépendante du climat (températures discriminantes) et permet uniquement de
comparer des génotypes cultivés en même temps sur le même site.
1.3.2. Mesure de la fuite d’ions à vitesse contrôlée jusqu’au gel dans un
cryostat
Le principal outil pour mesurer la tolérance au froid des eucalyptus est la méthode de la
fuite d’ions décrite en 1930 par Dexter (Dexter et al., 1930). Elle est utilisable pour les plantes
cultivées en conditions contrôlées ou au champ, dont des disques foliaires sont soumis à un
refroidissement. Basée sur la perte d’intégrité des membranes cellulaires lors du gel, la quantité
d’ions relarguée dans l’eau pure, mesurée à l’aide d’un conductimètre donne une estimation de la
viabilité cellulaire. Cette méthode est non destructrice pour la plante, puisque quelques disques
foliaires par plante suffisent pour un échantillonnage. Ensuite après plusieurs mesures par
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échantillon, on peut calculer des pourcentages de survie au froid ou survie au gel qui sont
corrélés avec les dégâts visibles sur feuilles (Cauvin, 1987) ou des LT50 (Almeida et al., 1994 ;
Moraga et al., 2006).
Des boutures et des feuilles d’arbres au champ de clones de familles d’E. gunnii ont été
phénotypées pour leur tolérance au froid avant et après acclimatation avec la méthode de la fuite
d’ions par l’AFOCEL à la vitesse de refroidissement de 2 °C /h (Cauvin, 1987). Des boutures
d’E. gunnii acclimatées en laboratoire ont été phénotypées pour leur tolérance au froid par cette
méthode (Keller, 2006).
1.3.3. Mesure de la fluorescence de la chlorophylle
En condition d’excès de lumière, le froid entraîne chez les plantes et plus
particulièrement les eucalyptus une saturation des photosystèmes. Des feuilles exposées au froid
en pleine lumière présentent une très forte photoinhibition, ce qui se manifeste par une
surproduction d’anthocyannes et se traduit par une inhibition de croissance. Les feuilles
rougissent et leurs photosystèmes peuvent être endommagés. Des plantes exposées au froid, puis
mises en culture en conditions normales de croissance ne recouvrent l’intégrité de leurs
photosystèmes que quelques jours après le refroidissement. L’appareil pour mesurer l’efficience
des photosystèmes est un fluorimètre utilisable en laboratoire ou au champ. Cette méthode est
non destructrice, mais sa précision est moyenne. L’appareil émet une lumière de longueur d’onde
précise et de temps déterminé sur les photosystèmes préalablement mis une quinzaine de minute
à l’obscurité. La chlorophylle excitée par cette lumière va émettre une fluorescence que
l’appareil enregistre à des temps différents pour donner une valeur du Fv/Fm qui correspond au
rapport entre la fluorescence émise et la fluorescence maximale. Plus la valeur est faible et plus
les plantes ont été stressées et leurs photosystèmes ne sont pas au maximum de leur efficience.
La valeur optimale se situe autour de 0,8 pour des plantes sans stress. Chez l’Eucalyptus, avec
cette méthode, des variations sur six espèces ont été observées au champ sans stress (Ögren et
Evans, 1992). Après un passage au froid de plantules, cette méthode a permis de distinguer les
dommages occasionnés par le froid chez E. nitens et E. globulus (Battaglia et al., 1996 ;
Davidson et al., 2004).
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1.3.4. Autres méthodes
Un autre test basé sur l’évaluation de la perturbation de la membrane plasmique par
mesure des ratio éthylène / éthane a été utilisé pour mesurer les blessures causées par le gel sur
plusieurs espèces d’Eucalyptus (Scarascia-Mugnozza et al., 1989 ; Kuzminski et Scarascia-
Mugnozza, 1992). Bien que ce ratio donne des résultats très précis permettant de distinguer des
tissus stressés par le gel et des tissus irréversiblement blessés, cette procédure n’est pas
communément utilisée à ce jour.
D’autres facteurs supposés comme représentatifs de l’acclimatation et de la tolérance au
froid ont été évalués comme critère de sélection précoce. L’impédance électrique, le contenu
relatif en eau et le potentiel osmotique ne sont pas assez fiables pour être utilisés comme
indicateurs précis de la tolérance au gel, probablement en raison des différences dans l’état
physiologique des plantes testées (Serrano et Pardo, 1992).
Des méthodes pour l’évaluation de la tolérance au froid ont été développées pour E.
gunnii en utilisant des suspensions cellulaires et des protoplastes sous conditions de gel contrôlé
(Teulières et al., 1989). Dans ce cas, les dégâts ont été évalués par la baisse de viabilité cellulaire
mesurée à travers la réduction du TTC (Triphenyl Tetrazolium Chloride) par les cellules ou la
coloration au FDA (Fluorescein Diacetate) pour les protoplastes. Pour les deux systèmes
cellulaires, la tolérance est corrélée avec le degré de tolérance au froid des clones de départ. Ces
tests constituent des outils utiles pour l’investigation des mécanismes de la tolérance au froid au
niveau cellulaire.
Figure 3 : Photographies de plantules d’eucalyptus issues de semis avant te
Eucalyptus gunnii
Age : 3,5 mois
Stade : 14 feuilles
Eucalyptus nitens
Age : 2,5 mois
Stade : 12 feuilles
Eucalyptus pauciflora
Age : 4,5 mois
Stade : 12 feuilles
Eucalyptus camaldulensis
Age : 3,5 mois
Stade : 14 feuillesEucalyptus urophylla
Age : 3,5 mois
Stade : 14 feuillesEucalyptus pellita
Age : 4 mois
Stade : 14 feuillesCorymbia maculata
Age : 5,5 moisst au froid
Stade : 12 feuilles
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2. Résultats
Le but de cette étude est d’obtenir une méthode de phénotypage de la tolérance au froid la
plus précise possible sur des jeunes plantules d’eucalyptus.
La tolérance au froid a d’abord été étudiée sur de très jeunes plantules issues de semis de
sept espèces supposées représenter une gamme la plus large possible de tolérance. Ensuite, la
tolérance au froid a été étudiée plus précisément à l’intérieur de l’espèce E. gunnii en comparant
au stade plantule des descendances de génotypes originaires de l’aire de répartition naturelle de
cette espèce en Australie.
2.1. Tolérance au froid de plantules de plusieurs espèces issues de semis
en conditions contrôlées
Au début de cette étude, la méthode de phénotypage était disponible pour des boutures
d’Eucalyptus âgées de 6 mois à 1 an. L’objectif était de transférer la méthode à des plantules
issues de semis. Pour cela six espèces d’Eucalyptus et une espèce de Corymbia ont été choisies
sur la base de références bibliographiques de leur tolérance au froid au stade adulte (Fig. 3). Les
conditions discriminantes sont recherchées en faisant varier la vitesse de refroidissement ainsi
que la température de gel finale pour le test.
2.1.1. Choix dans la gamme testée d’une vitesse de refroidissement
La vitesse de refroidissement du test au froid habituellement appliquée aux feuilles d’E.
gunnii espèce tolérante au froid au stade adulte peut être stressante pour des espèces plus
sensibles ou de très jeunes plantules issues de semis. Donc il est intéressant de tester plusieurs
vitesses de refroidissement au moins sur une espèce tolérante et sur une espèce réputée sensible
au stade adulte. Il faut savoir que plus la vitesse de refroidissement est lente et plus elle est
stressante pour les cellules végétales. Pour cette expérience, les mêmes semis de plantes des
deux espèces vont être utilisés successivement. Les plantules étant de petite taille, il a été
nécessaire de ménager un délai entre chaque test de vitesse de refroidissement.
2.1.1.1. Refroidissement à 2 °C /h sur plantules de 3 mois
Lors du test au cryostat sur feuilles adultes d’E. gunnii, c’est la vitesse de 2 °C /h qui a
été habituellement pratiquée au laboratoire. La glace se forme aux alentours de -5 °C dans les
tubes contenant les disques foliaires. Pour les plantules d’E. gunnii âgées de moins de 6 mois,
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Figure 4 : Survie au gel moyenne calculée après mesure de la fuite d’ions de disques foliaires issus
de plantules d’Eucalyptus gunnii et d’Eucalyptus pellita lors de stress au froid après culture à 25 °C
(JL)
Les barres d’erreur des histogrammes représentent  l’écart-type de la moyenne. Les astérisques indiquent une
différence significative (P  0,05) entre les espèces testées à chaque température.
(A) Vitesse de refroidissement de 2 °C /h, plantules de 3 mois
(B) Vitesse de refroidissement de 3 °C /h, plantules de 4,5 mois
(C) Vitesse de refroidissement de 2,5 °C /h, plantules de 6 mois
(A)
(B)
(C)
2 °C /h
3 °C /h
2,5 °C /h
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cette température se révèle un peu trop stressante avec une chute brutale de la survie au froid dès
-6 °C donc après la prise en glace de l’eau contenue dans les tubes. Sur l’espèce sensible E.
pellita, le stress froid est trop important dès -2 °C, même si l’eau contenant les disques foliaires
n’est pas encore prise en glace. La vitesse de refroidissement utilisée pour les feuilles des arbres
adultes donne des résultats significatifs pour du matériel végétal plus jeune avec certaines
températures inférieures ou égales à -5 °C, mais dans ces conditions l’eau contenant les disques
foliaires n’est pas encore entièrement congelée (Fig. 4A, Annexe 1).
2.1.1.2. Refroidissement à 3 °C /h sur plantules de 4,5 mois
Le test suivant avec une vitesse de refroidissement moins stressante à 3 °C /h semble plus
adapté pour les feuilles de jeunes plantules d’eucalyptus. Autant chez E. gunnii que chez E.
pellita, la baisse de survie au froid intervient après la congélation de l’eau dans les tubes, soit à
partir de -5 °C. Chez E. gunnii, la baisse de survie intervient brutalement vers -6 °C alors qu’elle
est plus progressive vers -5,5 °C chez E. pellita (Fig. 4B). Par contre, bien que moins stressantes,
ces conditions (vitesse à 3 °C /h) sont assez discriminantes en dessous de -7,5 °C (Annexe 1). Il
parait très difficile de distinguer tous les niveaux de tolérance de la gamme d’espèces sur
seulement une fenêtre de 0,5 °C. Dans ces conditions, trois températures permettent de distinguer
les deux expèces : -5,5 °C, -6 °C et -6,5 °C.
2.1.1.3. Refroidissement à 2,5 °C /h sur plantules de 6 mois
Une vitesse intermédiaire de 2,5 °C /h a également été envisagée. Avec ce
refroidissement, les plantules d’E. gunnii présentent une chute de survie au gel à -6,5 °C alors
que les plantules d’E. pellita ne tolèrent plus à -5,5 °C (Fig. 4C, Annexe 1). Dans cette condition
trois températures sont discriminantes pour les deux espèces : -5 °C, -5,5 °C et -6 °C, c’est donc
la vitesse retenue pour comparer les sept espèces.
2.1.2. Choix d’une température de gel discriminante
Pour tester les plantes des différentes espèces à la vitesse de refroidissement à 2,5 °C /h il
est nécessaire de définir la température de gel la plus discriminante pour classer les espèces selon
un gradient de tolérance. Dans l’intervalle entre les températures de -5 °C, -5,5 °C et -6 °C, les
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Figure 5 : Classement des espèces d’aprè
fuite d’ions de disques foliaires issus de p
froid à 2,5 °C/h aux températures de -5 °C
Les barres d’erreur des histogrammes représenten
une différence significative (P  0,05) entre les te
Eucalyptus nitens : 4 mois ; Eucalyptus paucifl
urophylla : 5 mois ; Eucalyptus pellita : 6,5 mois ;
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sept espèces présentent une chute de viabilité. A -5 °C la survie au froid des plantules des
espèces testées est toujours supérieure à 50 %. A cette température, l’eau où baignent les disques
foliaires n’est pas entièrement congelée (Fig. 5A). Le test au froid réalisé à -5,5 °C permet de
distinguer deux classes, les espèces tolérantes et les sensibles (Fig. 5B). La température de -6 °C
permet de distinguer E. gunnii des autres espèces car seule cette espèce possède une survie à plus
de 80 % alors que les autres espèces sont en dessous de 25 % (Fig. 5C). Pour réaliser le
classement des espèces en fonction de leur tolérance au froid intrinsèque au stade plantule, la
température de -5 °C s’avère la plus significative avec la vitesse de refroidissement de 2,5 °C
(Annexe 1). Les températures de test de -5,5 °C et -6 °C qui permettent de distinguer des groupes
d’espèce et surtout pour lesquelles la congélation est totale semblent plus appropriées.
2.1.3. Classement des espèces par la tolérance intrinsèque
Le classement des espèces pour leur tolérance intrinsèque au gel à -5,5 °C permet de
distinguer globalement deux groupes de plantes. A l’intérieur de chaque catégorie, les écart-
types observés sur cet échantillon rendent difficile un classement statistiquement fiable pour les
sept espèces. Les espèces les plus tolérantes qui ont plus de 50 % de survie au gel sont dans
l’ordre E. gunnii, C. maculata et E. camaldulensis, mais les différences ne sont pas significatives
entre ces espèces. Le deuxième groupe d’espèces est plus sensible au gel avec des viabilités
inférieures à 20 % et comprenant E. pellita, E. nitens, E. pauciflora et E. urophylla. Les espèces
de ce deuxième groupe ne se distinguent pas entre elles. Le résultat à -6 °C apporte des
précisions supplémentaires sur le classement, il montre que l’espèce E. gunnii est
incontestablement la plus tolérante au gel du groupe. D’autre part les résultats à cette
température sont les plus cohérents par rapport aux données de la littérature puisque dans ce cas
E. nitens qui est connu pour sa tolérance au gel assez élevée figure dans le deuxième groupe de
tolérance et E. urophylla se situe dans le dernier groupe le plus sensible.
Ces résultats montrent la nécessité d’utiliser une température de gel suffisamment
discriminante pour comparer ces espèces. Un seul résultat est surprenant dans cette étude, la
mauvaise tolérance pour E. pauciflora qui est pourtant connu pour sa bonne adaptation aux
altitudes hautes avec des hivers rigoureux. Mais sa tolérance au froid est peut-être liée davantage
à sa tolérance après acclimatation. D’autre part, sa principale stratégie adaptative est de
s’ensevelir sous la neige qui est un excellent isolant.
La méthode de la fuite d’ions et les conditions de gel appliquées paraissent donc adaptées
pour mesurer la tolérance intrinsèque des eucalyptus au stade jeunes plantules. Cependant, des
Figure 6 : Développement de plantules issues de semis d’espèces d’Eucalyptus en fonction de l’âge
4 mois
E. gunnii E. urophylla
 E. grandis
E. gunnii
E. urophylla
 E. grandis
E. camaldulensis
6 mois
8 mois
E. gunnii
E. urophylla
 E. grandis
E. camaldulensis
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résultats plus précis et fiables sont attendus pour la comparaison de génotypes à l’intérieur de
l’espèce E. gunnii en raison d’une morphologie et d’un développement plus homogènes. Pour
quelques espèces de tolérance intrinsèque au gel très différentes, la deuxième composante de la
tolérance au froid, la tolérance en acclimatation a ensuite été évaluée afin de comparer plus
finement ces espèces et mettre au point une méthode pour phénotyper individuellement des
plantules issues de semis.
2.1.4. Comportement de deux espèces pendant l’acclimatation au froid
Les mesures de tolérance réalisées correspondent à la tolérance intrinsèque (TI) c'est-à-
dire la tolérance au gel en conditions de culture normales (25 °C jour / 22 °C nuit) puis à la
tolérance totale (TT) au cours de la culture à des températures fraîches. L’amplitude
d’acclimatation dans une condition peut ainsi être calculée par différence entre la tolérance totale
et la tolérance intrinsèque. Elle rend compte de la tolérance en acclimatation (A).
Ainsi, la tolérance totale se décompose en deux entités :
Tolérance totale (TT) = Tolérance intrinsèque (TI) + Acclimatation (A)
Après un programme de descente progressive des températures, la tolérance au gel est
mesurée pour deux espèces déjà phénotypées pour la tolérance intrinsèque et choisies pour
représenter le groupe tolérant avec E. gunnii et le groupe sensible avec un hybride Eucalyptus
urophylla  Eucalyptus grandis (utilisé au laboratoire pour des analyses fonctionnelles des
gènes). Les plantules cultivées à 25 °C jour / 22 °C nuit en jour long en chambre de culture, sont
d’abord placées dans une enceinte climatique en jour court à 25 °C / 22 °C (nuit) pendant 3 à 6
jours, puis à 12 °C / 8 °C (nuit) pendant 4 jours et 8 °C / 4 °C (nuit) pendant 10 jours, soit un
total de 14 jours de culture à des températures froides mais positives. Des lots de plantules
d’âges différents ont été testés à 6 mois puis 8 mois. Ces acclimatations pour E. gunnii et E.
urophylla  E. grandis à des âges différents permettent d’appréhender l’effet du développement.
Il est très important de noter les différences phénotypiques marquées entre espèces, sur la taille
des feuilles d’une part et sur l’évolution de la taille des plantules d’autre part. Les photographies
(Fig. 6) illustrent parfaitement la différence de vitesse de croissance de trois espèces
d’Eucalyptus : E. gunnii et E. urophylla  E. grandis. E. camaldulensis au centre constitue une
espèce intermédiaire dans la taille et la tolérance intrinsèque mais il n’a pas fait l’objet de l’étude
d’acclimatation.
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Figure 7 : Etat des photosystèmes avec fluorescence moyenne de feuilles de branche de plantules
d’espèces d’Eucalyptus au cours de l’acclimatation à 25-12-8 °C
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0,8 correspondent à des valeurs optimales de fluorescence chez les plantes.
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2.1.4.1. Etat des photosystèmes
La mesure de la fluorescence de la chlorophylle (Fv/Fm) est en moyenne de 0,8 pour des
plantes d’eucalyptus cultivées dans des conditions standard (photopériode de 16 h), donc dans un
état non stressé.
Des mesures de l’état des photosystèmes par la fluorescence de la chlorophylle aux
mêmes points que la cinétique de prélèvement pour la tolérance au gel suggèrent que la capacité
photosynthétique des plantules de l’espèce E. gunnii est réduite dès le passage des plantules en
jour court avant acclimatation car les mesures de Fv/Fm au fluorimètre montrent des valeurs
inférieures à 0,8 aux âges de 6 mois (Fig. 7A) et 8 mois (Fig. 7B). Les plantules d’E. urophylla 
E. grandis ne sont pas concernées par cette baisse de la fluorescence émise. Après le passage au
froid, les valeurs basses de Fv/Fm pour E. gunnii retrouvent des valeurs normales à la fin de
l’acclimatation à 14 jours. Les fluorescences émises sont significativement différentes entre les
deux espèces à 4 jours et 10 jours d’acclimatation à l’âge de 6 mois et à 14 jours d’acclimatation
pour des plantules âgées de 8 mois (Annexe 1).
2.1.4.2. Tolérance intrinsèque et acclimatation
La comparaison des tests au gel à -6 °C pendant les acclimatations d’E. gunnii et E.
urophylla  E. grandis (six plantules par espèce) à deux stades (6 et 8 mois) permet d’étudier un
effet du développement sur leur acclimatation.
Pour E. gunnii, quel que soit l’âge on observe une augmentation significative de la
tolérance au cours de la culture à des températures fraîches à partir de 10 jours. Ce phénomène
d’acclimatation permet au minimum de doubler la survie au gel au bout de 14 jours. La
diminution de survie au gel à 4 jours et 10 jours d’acclimatation semble corrélée à la diminution
de la capacité photosynthétique due certainement à une photoinhibition chez E. gunnii. D’autre
part la tolérance intrinsèque parait légèrement diminuer avec l’âge, alors que l’amplitude
d’acclimatation augmente fortement (de plus d’un facteur 3) entre 6 et 8 mois (Fig. 8A).
A l’inverse l’hybride E. urophylla  E. grandis ne parait pas augmenter sa tolérance au
gel, de façon importante quel que soit l’âge testé (Fig. 8B). La seule augmentation significative
est observée à 14 jours pour des plantules de 8 mois, mais elle est très faible (Annexe 1). Ainsi
dans les conditions testées, les plantules de l’espèce tolérante sur laquelle va porter la suite de
l’étude peuvent s’acclimater très fortement avec une intensité dépendante de l’âge.
Figure 9 : Mesures de la croissance de plantules issues de semis de 15 provenances d’Eucalyptus
gunnii de Tasmanie (Australie)
(A) Hauteur de l’axe principal
(B) Nombre de feuilles sur l’axe principal
(C) Nombre de branches sur l’axe principal
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En conclusion, les conditions mises au point pour le phénotypage de la tolérance au froid
de plantules d’espèces différentes paraissent adaptées pour comparer des génotypes d’E. gunnii
aussi bien pour leur tolérance intrinsèque que pour leur tolérance en acclimatation. Il faut
cependant être vigilant par rapport à l’évolution de la tolérance au cours du développement et
comparer uniquement des plantules du même âge.
2.2. Tolérance au froid de génotypes d’Eucalyptus gunnii provenant
d’Australie
Cette étude porte sur des plantules issues de lots de graines de plusieurs provenances d’E.
gunnii de Tasmanie, testées au cours de leur développement (Annexe 2). Tout d’abord des
mesures de croissance ont été enregistrées sur les jeunes plantules, puis leur tolérance intrinsèque
en jour long a été testée suivie de deux acclimatations à 5 mois et à 9 mois.
2.2.1. Mesure de la croissance des plantules
Les jeunes plantules ont été suivies pour leur croissance de 1 à 4 mois après transfert en
pot individuel. La hauteur des plantules, le nombre de feuilles et le nombre de branches ont ainsi
été notés une fois par semaine. Au départ, le nombre de plantes par provenance pouvait varier (3
à 22 plantes) selon leur taux de germination et le nombre de graines levées (Annexe 3). Aucun tri
selon le phénotype des plantules n’a été effectué à cette étape.
- Hauteur de l’axe principal
Après la levée, les plantules ont des tailles très uniformes, mais dès 2 mois, les individus
présentent des hauteurs de plantes contrastées. Avec l’âge des plantules, les différences de
hauteurs augmentent entre les provenances jusqu’à la fin des mesures à 4 mois. Les plantules
issues des arbres du plateau central (PTR et SL) ont des croissances plus lentes que les plantules
issues d’autres sites (Fig. 9A).
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Figure 10 : Survie au gel calculée après mesure de la fuite d’ions de disques foliaires issus de
feuilles de branche de plantules d’Eucalyptus gunnii de 4,5 mois lors d’un stress au froid à 2,5 °C /h
aux températures de -5,5 °C et -6 °C après culture à 25 °C (JL)
(A) Tolérance intrinsèque au froid par plantule issue de semis
(B) Classement de la tolérance intrinsèque au froid moyenne par famille de provenance
Les barres d’erreur des histogrammes représentent  l’écart-type de la moyenne.
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- Nombre de feuilles sur l’axe principal
Les feuilles des plantules se développant au dessus des cotylédons sont opposées. Les
plantules de l’espèce E. gunnii gardent longtemps leurs feuilles juvéniles. Il semblait donc
intéressant de noter le nombre de feuilles disposées sur l’axe principal. D’après les notations
effectuées, les plantules issues du plateau central possèdent moins de feuilles pour un âge donné.
Cela est en relation avec leur croissance plus faible (Fig. 9B).
- Nombre de branches sur l’axe principal
La mesure du nombre de branches feuillées sur chaque plantule permet de distinguer les
génotypes vers 3 mois. Les branches par rapport aux feuilles sont initiées plus ou moins
tardivement pendant la croissance de la plantule expliquant l’absence de branches en début de
notation. Sur les plantules à l’âge de 4 mois, le nombre de branches est différent selon les
génotypes en fonction de l’arbre mère (Fig. 9C).
2.2.2. Mesure de la tolérance au froid avant acclimatation
Les plantules étudiées ont été choisies grâce à un tri phénotypique concernant l’aspect des
plantes et leur croissance. Ainsi, les plantules ayant un aspect atypique (forme des feuilles, port,
taille) sont éliminées. De la même façon, les individus probablement issus d’autofécondations et
présentant des feuilles ondulées en bordure caractéristiques ou les phénotypes nains (« dwarf »)
sont éliminés.
La tolérance au froid a été mesurée après un programme de congélation au cryostat
jusqu’à la température de -5,5 °C avec la vitesse de refroidissement de 2,5 °C /h. En conditions
de jour long, des plantules issues de six provenances avec huit arbres mères ont ainsi été
phénotypées à 4,5 mois après culture en chambre de culture à 25 °C jour / 22 °C nuit. La
tolérance intrinsèque est très contrastée pour les provenances Pine Tree Rivulet, Shannon
Lagoon et Snug Plains avec des valeurs de survie au gel qui vont de 0 % à plus de 80 %. Par
contre, les individus de Pensford, Saint Patricks Plain et Horseshoe sont plus homogènes et ont
tous des valeurs de survie au gel supérieures à 60 % (Fig. 10A).
La variabilité à l’intérieur des familles est plus ou moins grande en fonction de la famille
considérée, par exemple tous les individus testés sont sensibles pour PTR104, tous les individus
testés sont tolérants pour SPP15 et un gradient est observé pour SP4103. Comme ces tests n’ont
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Figure 11 : Survie au gel calculée après mesure de la fuite d’ions de disques foliaires issus de
feuilles de branche de plantules d’Eucalyptus gunnii de 5 mois lors d’un stress au froid à 2,5 °C /h
aux températures de -6 °C et -6,5 °C avant et pendant l’acclimatation à 25-12-8 °C
(A) Tolérance intrinsèque au froid avant passage en acclimatation
(B) Tolérance totale pendant l’acclimatation au froid à 25-12-8 °C avec 4 jours à 12 °C
(C) Tolérance totale pendant l’acclimatation au froid à 25-12-8 °C avec 10 jours à 12-8 °C
(D) Tolérance totale pendant l’acclimatation au froid à 25-12-8 °C avec 20 jours à 12-8 °C
(E) Tolérance totale pendant l’acclimatation au froid à 25-12-8 °C avec 30 jours à 12-8 °C
- 6 °C - 6,5 °C
- 6 °C - 6,5 °C
- 6 °C - 6,5 °C
- 6 °C - 6,5 °C
- 6 °C - 6,5 °C
(A)
(B)
(C)
(D)
(E)
Chapitre I
- 25 -
été effectués qu’une seule fois par plantule, il est intéressant de comparer les descendances par
les moyennes des tolérances des individus de chaque famille et ainsi caractériser un peu mieux
chaque provenance. Ainsi, il en résulte que les descendances des génotypes de Pine Tree Rivulet
(PTR) et Shannon Lagoon (SL) ont une tolérance intrinsèque très faible au stade plantule. Les
plantules des sites de Pensford (Pen), Saint Patricks Plain (SPP) et Horseshoe (HSM) sont très
tolérantes. La dernière provenance Snug Plains semble très tolérante au froid également, mais
avec des variations plus grandes entre les individus (Fig. 10B, Annexe 1). Il est intéressant de
remarquer que les plantules d’E. gunnii issues des provenances ayant une bonne croissance ont
des tolérances intrinsèques les plus élevées après un gel, mais il reste à mesurer l’effet de
l’acclimatation.
2.2.3. Mesure de la tolérance au froid pendant l’acclimatation en jour court
Les plantules de cinq provenances soit 27 génotypes ont été acclimatées à 5 mois. Parmi
elles, les plantules de quatre provenances soit 14 génotypes ont été à nouveau acclimatées à 9
mois. Les génotypes choisis présentent une tolérance intrinsèque et une acclimatation contrastée
à 5 mois. Par contre, les plantules des provenances Horseshoes ont été éliminées car très
contrastées entre elles en hauteur.
2.2.3.1. Acclimatation à 5 mois
Les tests au froid pour les plantules de 5 mois sont réalisés à -6 °C et -6,5 °C avec une
vitesse de refroidissement de 2,5 °C /h sur une seule expérience.
La tolérance intrinsèque des plantules en jour court varie selon les individus et les
provenances. La tolérance au gel à -6 °C en jour court à 5 mois semble inférieure chez la plupart
des individus par rapport à celle mesurée à -5,5 °C à 4,5 mois en jour long et très peu d’individus
ont des tolérances supérieures à 50 % , mais la tendance générale est conservée. Les individus du
site de Pine Tree Rivulet ont une survie au froid inférieure à 10 % le plus souvent alors que les
individus des autres sites ont une tolérance allant jusqu’à 62 % à 83 % à -6 °C. A la température
de -6,5 °C tous les individus ont des survies au gel inférieures ou égales à 16 % (Fig. 11A).
Pendant l’acclimatation, la survie au froid a été mesurée à 4 jours (Fig. 11B), 10 jours
(Fig. 11C), 20 jours (Fig. 11D) et 30 jours (Fig. 11E) après le passage au froid.
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Figure 12 : Survie au gel moyenne calculée après mesure de la fuite d’ions de disques foliaires
issus de feuilles de branche de plantules d’Eucalyptus gunnii de 9 mois lors d’un stress au froid à
4 °C /h aux températures de -6 °C et -7 °C avant et pendant l’acclimatation à 25-12-8 °C
Les barres d’erreur des histogrammes représentent  l’écart-type de la moyenne.
(A) Tolérance intrinsèque au froid avant passage en acclimatation
(B) Tolérance totale pendant l’acclimatation au froid à 25-12-8 °C avec 4 jours à 12 °C
(C) Tolérance totale pendant l’acclimatation au froid à 25-12-8 °C avec 10 jours à 12-8 °C
(D) Tolérance totale pendant l’acclimatation au froid à 25-12-8 °C avec 20 jours à 12-8 °C
(E) Tolérance totale pendant l’acclimatation au froid à 25-12-8 °C avec 30 jours à 12-8 °C
- 6 °C
- 6 °C
- 6 °C
- 6 °C
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A 4 jours, au test à -6 °C, peu de plantes présentent une augmentation de survie au gel,
mais au contraire la plupart ont une baisse de la survie au gel comme cela avait déjà été constaté
pour E. gunnii lors de la comparaison d’espèces.
A partir de 10 jours de culture à -6 °C, une acclimatation est visible pour tous les
génotypes testés excepté SP4103-12 qui présentait une tolérance intrinsèque bien supérieure aux
autres. A une température plus stressante (-6,5 °C) pour laquelle aucun des génotypes ne tolère
ce gel sans acclimatation, le gain de tolérance induit par les températures fraîches est encore plus
net et concerne tous les génotypes sans exception.
En acclimatation, à 10 jours, 20 jours et 30 jours, la plupart des plantules ont un gain de
tolérance au froid avec le test à -6 °C et le test à -6,5 °C. De façon générale toutes les plantules
ayant une bonne tolérance intrinsèque en jour court s’acclimatent moins bien. Pour toutes les
plantules qui s’acclimatent le gain de tolérance est progressif entre 4 jours, 10 jours, 20 jours et
30 jours après le passage au froid avec les tests à -6 °C et -6,5 °C. Le gain de survie au gel à la
température de -6 °C va de 0 % à plus de 85 % avec un gain maximum pour une plante à 20
jours, mais 12 plantes ont des gains supérieurs ou égaux à 50 % à 30 jours alors que seulement
sept plantes atteignaient cette valeur à 20 jours. Pour le gel à la température de -6,5 °C, le gain de
survie va de 11 % à 64 % avec seulement cinq plantes atteignant 50 % à 20 jours et six plantes à
30 jours.
Ces résultats montrent qu’à 5 mois, pour les deux températures de gel, le gain de survie
est maximal pour la plupart des individus à 30 jours. Cependant à 20 jours les écarts entre les
individus sont plus importants, ce qui est certainement dû à une différence dans leur vitesse
d’acclimatation.
2.2.3.2. Acclimatation à 9 mois
Les tests au froid pour les plantules de 9 mois sont réalisés à -6 °C et -7 °C avec une
vitesse de refroidissement de 4 °C /h avec deux expériences identiques.
En tolérance intrinsèque, à la température de test de -6 °C, les plantes de la provenance de
Pine Tree Rivulet ont des survies au gel qui oscillent de 21 % à plus de 86 %, alors que pour les
autres plantes des autres sites, cette survie est supérieure à 73 % pour la même température. A la
température de -7 °C, seules deux plantes ont des survies supérieures à 21 % alors que celles des
autres plantes sont souvent très inférieures. La variabilité de tolérance intrinsèque des plantes
dépend de la provenance. (Fig. 12A).
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Figure 13 : Classement de plantules d’Eucalyptus gunnii de 5 et 9 mois d’après la
calculée après mesure de la fuite d’ions de disques foliaires issus de feuilles de bran
stress au froid à 2,5 °C /h et 4 °C /h à la température de -6 °C avant et pendant l’accli
12-8 °C
Les barres d’erreur des histogrammes représentent  l’écart-type de la moyenne.
(A) Tolérance intrinsèque au froid avant passage en acclimatation
(B) Tolérance totale pendant l’acclimatation au froid à 25-12-8 °C avec 10 jours à 12-
(C) Tolérance totale pendant l’acclimatation au froid à 25-12-8 °C avec 30 jours à 12-
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De façon générale, la température de -6 °C permet de discriminer les génotypes sur leur
tolérance intrinsèque, -7 °C étant trop stressant. A l’inverse, -7 °C permet de classer les individus
selon leur acclimatation, -6 °C n’étant plus assez stressant après ce gain de tolérance.
De la même façon que pour la tolérance intrinsèque mesurée à 5 mois, la majorité des
génotypes PTR apparaissent plus sensibles que les autres provenances. Toujours de façon
similaire les tolérances totales s’équilibrent après 30 jours d’acclimatation entre provenances et
entre familles. Ces groupes d’individus semblent donc surtout se distinguer par leur tolérance
constitutive. Malheureusement il est impossible de comparer les valeurs obtenues à 5 et 9 mois
pour évaluer à nouveau l’effet du développement car pour des problèmes techniques il n’a pas
été possible d’utiliser la même vitesse de congélation.
Au cours de l’acclimatation, au quatrième jour, la plupart des plantules présentent un gain
de survie au froid très faible à -6 °C (Fig. 12B), alors qu’après 10 jours (Fig. 12C), 20 jours (Fig.
12D) ou 30 jours (Fig. 12E) d’acclimatation au froid les plantules gagnent encore en tolérance au
gel, même à -7 °C. Cependant en fin d’acclimatation les écarts entre les plantules semblent
s’atténuer et les plantes issues de Pine Tree Rivulet atteignent les mêmes niveaux de tolérance
que celles des autres sites. Le gain de survie au gel à -6 °C va de 0 % à 60 %, avec pour
seulement deux plantes un gain supérieur ou égal à 50 % à 30 jours. Pour un gel à -7 °C, le gain
de survie va de 16 % à 55 % avec une valeur maximale à 30 jours inférieure à 50 % à 20 jours et
supérieure à 50 % pour seulement deux plantes à 30 jours.
2.2.3.3. Classement des individus pour leur tolérance au froid
La tolérance intrinsèque avant acclimatation, et les tolérances totales à 10 jours et 30
jours sont comparées. Afin d’évaluer leur fiabilité dans le temps ou leur évolution, il était aussi
intéressant de mettre en regard les classements des génotypes à ces deux stades.
- A -6 °C :
La tolérance intrinsèque (Fig. 13A) montre une forte influence de ce caractère sur la
tolérance globale à 10 jours (Fig. 13B) ou à 30 jours (Fig. 13C). Si l’on regarde le comportement
global de familles types on peut dire que les familles PTR sont relativement sensibles en
tolérance de base, s’acclimatent mieux que les autres mais pour atteindre un niveau total
inférieur aux autres en fin d’acclimatation. Par contre les individus SP4103 sont dans les
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Figure 14 : Classement de plantules d’Eucalyptus gunnii de 5 et 9 mois d’après la
calculée après mesure de la fuite d’ions de disques foliaires issus de feuilles de bran
stress au froid à 2,5 °C /h et 4 °C /h aux températures de -6,5 °C ou -7 °C ava
l’acclimatation à 25-12-8 °C
Les barres d’erreur des histogrammes représentent  l’écart-type de la moyenne.
(A) Tolérance intrinsèque au froid avant passage en acclimatation
(B) Tolérance totale pendant l’acclimatation au froid à 25-12-8 °C avec 10 jours à 12-
(C) Tolérance totale pendant l’acclimatation au froid à 25-12-8 °C avec 30 jours à 12-
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meilleurs pour la tolérance de base mais présentent une acclimatation assez modérée qui leur
confère un niveau global plutôt moyen en fin de culture au froid.
Au niveau des individus on peut donc établir différents profils extrêmes. Le premier
profil correspond à des plantules ayant une bonne tolérance intrinsèque et une faible
acclimatation (SL6-1, Pen4-2 et SP4103-12). Le second profil est caractérisé par des plantules
ayant une faible tolérance intrinsèque et une bonne acclimatation (PTR107-16 et SL6-3). Le
dernier profil comprend les plantules ayant une faible tolérance intrinsèque et une bonne vitesse
acclimatation (PTR104-1, PTR104-2, PTR104-4 et PTR107-12). Les cinq derniers autres
génotypes présentent un profil moyen.
Il est intéressant de noter que dans les génotypes testés, aucun ne présente à la fois une
bonne tolérance intrinsèque et une bonne acclimatation.
Enfin, entre les deux stades de développement, si l’on regarde les PTR en comparaison
avec les autres familles on s’aperçoit que les positions sont globalement conservées pour les trois
critères évalués : tolérance de base et tolérance globale à 10 jours et 30 jours. De même, si on
considère un individu remarquable comme le SP4103-12, sa très bonne tolérance de base et sa
très faible aclimatation sont observées de façon parfaitement reproductible à 5 mois et 9 mois
validant ainsi la méthode de phénotypage pour un âge donné. Par contre l’interclassement est
dans ces deux catégories (les plus sensibles et les plus tolérants) différent. Ceci peut s’expliquer
par un manque de précision à 9 mois où les conditions appliquées sont moins discriminantes. Par
exemple les neuf génotypes les plus tolérants après acclimatation à 9 mois diffèrent de moins de
10 % pour leur pourcentage de survie alors que la fourchette est de 20 % à 5 mois. Ce premier
classement apparaît donc plus précis et fiable.
- A -6,5 °C et -7 °C :
La tolérance intrinsèque des plantules, très faible à -6,5 °C et à -7 °C quelle que soit la
population ne permet aucune interprétation à ces températures (Fig. 14A).
Le classement des individus est différent en acclimatation à 10 jours (Fig. 14B) et à 30
jours (Fig. 14C), ce qui suppose que les températures de gel à -6,5 °C ou -7 °C sont trop
stressantes, mais on peut comparer les classements avec la température de gel de -6 °C. Malgré
des survies au gel bien plus faibles, la plupart des plantules qui avaient une faible tolérance
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intrinsèque et une bonne vitesse d’acclimatation à -6 °C sont celles qui ont les meilleures survies
au gel à 30 jours à -6,5 °C surtout.
Enfin, les conditions de test à retenir sont certainement celles réalisées à -6 °C à 5 mois
avec une vitesse de refroidissement de 2,5 °C /h qui est le plus fiable puisque les tolérances
intrinsèques et tolérances globales après acclimatation représentent une bonne gamme permettant
un classement plus fiable des individus.
En conclusion, de façon générale les individus issus de familles ayant une forte
croissance ont une bonne tolérance intrinsèque avant acclimatation et une bonne tolérance totale
après acclimatation et les plantes les moins vigoureuses une bonne acclimatation mais une
tolérance intrinsèque plus faible. Entre 5 et 9 mois, les grandes tendances entre familles ou
individus sont maintenues. D’autre part, pour le phénotypage les données d’acclimatation à des
temps précoces ainsi que l’évaluation de la vitesse paraissent intéressant car les génotypes
s’avèrent moins contrastés avec un temps d’acclimatation au froid plus long.
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3. Discussion
Dans cette première partie, le but était de mettre au point une méthode de phénotypage de
la tolérance au froid d’eucalyptus au stade plantules afin de mettre en évidence le plus tôt
possible des différences dans la tolérance au froid entre des espèces d’abord, puis entre des
plantules d’E. gunnii.
Un test de phénotypage pour la tolérance au gel avec la méthode de la fuite d’ions a été
mis au point sur des plantules issues de semis de six espèces d’Eucalyptus et une espèce de
Corymbia. Des différences très importantes du développement entre les espèces ont rendu
difficile leur comparaison vis-à-vis de la tolérance au froid. Néanmoins, un classement des
espèces a été réalisé pour leur tolérance au gel à -6 °C.
Les espèces appartenant aux Symphyomyrtus ont une efficience métabolique plus basse
que celles appartenant aux Monocalyptus qui ont une croissance rapide dans leur aire d’origine,
mais les Symphyomyrtus survivent plus facilement dans des régions où les températures varient
fortement (Anekonda et al., 1999). Les espèces les plus cultivées à travers le monde
appartiennent aux Symphyomyrtus ce qui suppose une très forte adaptation à des environnements
très variés et en particulier au froid. L’étude en laboratoire porte sur une espèce du genre
Corymbia (C. maculata) et six espèces du genre Eucalyptus dont cinq du sous-genre
Symphyomyrtus (E. gunnii, E. nitens, E. camaldulensis, E. pellita et E. urophylla) et un du sous-
genre Monocalyptus (E. pauciflora).
Pour la plupart de ces espèces, la tolérance au froid des arbres est connue au stade adulte
dans la nature (Tableau 2), (Booth et Pryor, 1991). Dans notre test, le classement des espèces au
stade juvénile suit le classement de la littérature excepté pour E. pauciflora. Ainsi, l’espèce E.
gunnii est la plus tolérante au froid, C. maculata et E. camaldulensis sont plutôt tolérantes au
stade plantule. E. pellita et E. urophylla sont classées parmi les plus sensibles au stade précoce.
Pour E. pauciflora qui présente la croissance la plus lente, le développement des plantules est
différent des autres plantules à 25 °C / 22 °C dans notre étude. La capacité photosynthétique de
plantules d’E. pauciflora est réduite pour des températures de culture élevée (35 °C) par rapport
à celle mesurée avec des températures fraîches (15 °C) (Ferrar et al., 1989). On suppose donc
que nos conditions de culture à 25 °C / 22 °C sont plutôt stressantes pour ces plantules. De plus,
l’exposition au froid de plantules d’E. pauciflora avec un rayonnement lumineux important,
réduit la capacité des photosystèmes de 51 % par photoinhibition par rapport à des feuilles
d’autres espèces, mais sans dommage sur les photosystèmes (Ball et al., 1991). Les conditions de
culture et acclimatation conviennent certainement mieux aux autres espèces étudiées comme en
témoigne leur croissance. Cette vigueur pourrait expliquer leur meilleure survie lors d’une
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exposition à un stress et la tolérance intrinsèque d’E. pauciflora pourrait au contraire être sous-
estimée dans ces conditions non optimales. D’autre part, E. nitens s’est montré un peu plus
sensible qu’attendu dans nos expériences, mais dans les conditions de test les plus
discriminantes, cette espèce présente tout de même une tolérance intermédiaire entre celle d’E.
gunnii et celle des espèces sensibles. D’autre part, il existe une forte variabilité dans la tolérance
au froid au sein des familles et des provenances (Raymond et al., 1992). Il se peut donc
également que l’unique lot de graines que nous avons testé ne corresponde pas à une des familles
les plus tolérantes. Les différentes espèces ont été comparées en utilisant des feuilles de plusieurs
plantules d’âge similaire, de même étage foliaire et les feuilles ont été prélevées et testées dans
les mêmes conditions. Les plantules avaient un âge inférieur à 6 mois, donc encore avec une
sensibilité importante au froid. D’autres études ont montré que chez E. delegatensis il existe des
variations ontogénétiques dans la tolérance au gel. Celle-ci augmente avec des plantes âgées de
plus de 2 mois et aussi après l’étalement des deux premières paires de feuilles. Les changements
dans la température moyenne létale avant l’âge de 6 mois chez E. delegatensis sont comparables
avec les changements dans la tolérance au gel entre 1 et 5 ans chez E. nitens (Battaglia et Reid,
1993).
Au stade adulte, des comparaisons de plusieurs espèces ont été réalisées sur le site de
Snug Plains en Tasmanie. Après un épisode de froid particulièrement rigoureux l’espèce E.
gunnii est celle qui a le mieux résisté au froid intense par rapport aux espèces de tolérance
décroissante comme E. coccifera, E. johnstonii, E. delegatensis et E. pulchella (Davidson et
Reid, 1985). Au laboratoire, après différents essais d’acclimatation de plantules d’E. gunnii et
d’E. urophylla  E. grandis à plusieurs âges, les plantules d’E. gunnii se sont toujours montrées
plus tolérantes au froid avec ou sans acclimatation comparé à l’hybride E. urophylla  E.
grandis. Dans toutes les conditions testées E. gunnii s’est acclimaté malgré une baisse de
l’efficience de la chlorophylle transitoire alors que l’hybride n’a pas augmenté sa tolérance à 6
mois ou 8 mois avec un programme similaire. Chez E. nitens tolérant au froid et appartenant à la
section Maidenaria comme E. gunnii, une photoinhibition est observée sous des intensités
lumineuses trop importantes et un simple ombrage permet de réduire fortement ce phénomène
(Close et Beadle, 2003). Dans nos essais, la culture en armoire climatique est pourtant optimisée
avec une intensité lumineuse divisée par trois par rapport aux conditions standards avant toute
acclimatation en jours courts et les valeurs de Fv/Fm redeviennent normales avant la fin de
l’acclimatation. Ce test mis au point sur les espèces contrastées a été ensuite utilisé pour
phénotyper des plantules d’E. gunnii issues de provenances de Tasmanie, aire d’origine d’E.
gunnii.
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Malgré une tolérance intrinsèque au froid et une acclimatation élevés chez E. gunnii, il
existe une grande variabilité à l’intérieur de l’espèce qui est fonction de la provenance en
Tasmanie. Cela a été observé par l’AFOCEL lors d’essais de plantations en France de 1972 à
1978. Parmi les plantules d’E. gunnii les provenances de la localité Miena (près de Shannon
Lagoon) ne présentent aucun dégât de gel à la fin du premier hiver et sont donc classées parmi
les plus tolérantes. Des essais complémentaires en 1985 sur de nombreuses familles de
provenances d’E. gunnii ont montré également que les plantules issues de Shannon du Plateau
Central en Tasmanie sont les plus tolérantes dans plusieurs localités en France avec un froid
naturel (Cauvin, 1987). Dans nos tests de tolérance en laboratoire, les plantules issues de
Shannon Lagoon ont également une très bonne tolérance intrinsèque (SL6-1) ou une bonne
acclimatation (SL6-3). Les plantules de la population de Snug Plains ne faisant pas partie du
Plateau Central en Tasmanie ont aussi une très bonne tolérance intrinsèque. Ce site correspond à
un plateau avec des sols hydromorphes et les arbres d’E. gunnii ont des feuilles très glauques
comme la sous espèce E. gunnii ssp. gunnii très tolérante au froid (Potts et Reid, 1985a).
Chez E. nitens, une étude sur 198 familles de différentes provenances a montré qu’il n’y a pas de
relation forte entre l’altitude d’origine de la famille et la tolérance au gel (Raymond et al., 1992)
alors qu’une autre étude a démontré que chez E. nitens un gradient altitudinal de tolérance au
froid existe chez les plantules issues des provenances du nord du New South Wales en Australie
(Tibbits et Reid, 1987b). Ces résultats contradictoires montrent qu’il est difficile d’établir une
relation directe entre altitude de provenance et tolérance. D’autres facteurs comme les flux d’air
interviennent dans l’intensité du stress froid subi par la végétation. En Tasmanie, le relief local
est important, car par exemple le site de Shannon Lagoon est une dépression où de l’air froid
peut s’accumuler pendant assez longtemps en hiver où les températures sont très basses (Potts,
1985). Dans nos tests des provenances d’E. gunnii, la tolérance au froid varie fortement entre
individus, familles et provenances, mais aucune relation n’a pu être établie avec l’altitude.
En conclusion, les tests de tolérance au froid avant ou après acclimatation ont montré
qu’E. gunnii est l’espèce la plus tolérante au stade plantule et donc la plus intéressante pour
étudier les gènes de tolérance au froid pour aider à la sélection d’eucalyptus tolérants au froid à
l’aide de marqueurs génétiques. Les conditions de phénotypage ont été optimisées et s’avèrent
discriminantes pour distinguer des provenances différentes chez E. gunnii. Des marqueurs seront
recherchés à partir de séquences partielles des gènes CBF d’E. gunnii impliqués dans la réponse
au froid. Il reste donc à identifier et caractériser la plupart de ces gènes de famille multigénique
chez E. gunnii et quelques espèces d’Eucalyptus pour mieux comprendre leur implication dans la
réponse au froid chez les eucalyptus.
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Chapitre II
Isolement et caractérisation
des gènes CBF
(C-repeat Binding Factor)
Figure 15 : Spécificité et relations entre les principales voies de régulation dans la réponse au froid
et aux stress osmotiques comme la sécheresse et les fortes salinités chez les plantes (d’après
Nakashima et Yamaguchi-Shinozaki, 2006)
Les boîtes rectangulaires indiquent les éléments cis, les boîtes ovales représentent les facteurs de transcription en
réponse au stress, les petits cercles montrent les modifications comme la phosphorylation nécessaires pour l’activation
des facteurs de transcription. Les lignes en pointillés correspondent aux possibles régulations et les doubles flèches
indiquent les possibles interférences.
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1. Etude bibliographique : les gènes de réponse au froid chez les
végétaux
Grâce aux progrès de la génomique, de nombreux gènes impliqués dans la réponse au
froid sont isolés chez Arabidopsis thaliana et d’autres espèces végétales. Les travaux sur
Arabidopsis ont permis d’étudier les relations qui existent entre les principaux gènes mais le
schéma de régulation générale qui en est déduit reste relativement incomplet (Fig. 15).
1.1. Les différentes voies de réponse aux stress abiotiques chez les
végétaux
De nombreuses plantes augmentent leur tolérance au gel après exposition à des
températures fraîches, mais non négatives. Ce phénomène complexe appelé acclimatation au
froid entraîne la régulation de nombreux gènes chez les plantes (Thomashow, 1999). En
particulier l’implication de l’ABA (Acide abscissique) permet de distinguer des voies
dépendantes ou non de cette hormone de stress (Seki et al., 2002a). Une partie des gènes
impliqués dans la réponse au froid est commune avec les gènes de réponse à d’autres stress
abiotiques, notamment le stress salin et la sécheresse (Seki et al., 2002b ; Shinozaki et al., 2003)
comme le montrent les connexions mises en évidence entre ces différentes voies.
1.1.1. Les voies de réponse à la sécheresse et au stress salin
Des mutants d’Arabidopsis déficients en ABA ont des capacités très faibles à
s’acclimater au froid et sont plus sensibles au stress osmotique (Gilmour et Thomashow, 1991).
Chez Arabidopsis, les niveaux d’hormone ABA endogène augmentent transitoirement en
réponse au stress froid. De nombreux gènes inductibles par le stress froid et la sécheresse sont
induits aussi par un apport exogène d’ABA. Ces gènes cibles contiennent des cis-éléments
ABRE (ABA-responsive element) dans leur séquence promotrice (Thomashow, 1999). Chez
Arabidopsis il a été démontré qu’un minimum de deux cis-éléments ABRE (ABA responsive
element) sont nécessaires pour la régulation de l’expression du gène rd29b codant une protéine
LEA-like (Late Embryogenesis Abundant) (Uno et al., 2000). Les facteurs de transcription ABF
(ABRE-binding factor)/AREB (ABRE-binding protein) peuvent se lier sur l’élément ABRE et
activer l’expression des gènes ABA-dépendants (Choi et al., 2000 ; Uno et al., 2000). Les
protéines ABF doivent être phosphorylées pour être actives (Yoshida et al., 2002).
Figure 16 : Principales voies de régulation dans l’expression des gènes de la réponse au froid chez
les végétaux (d’après Nakashima et Yamaguchi-Shinozaki, 2006)
Les boîtes rectangulaires indiquent les éléments cis, les boîtes ovales représentent les facteurs de transcription en
réponse au stress, les petits cercles montrent les modifications comme la phosphorylation nécessaires pour l’activation
des facteurs de transcription.
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La réponse à la sécheresse ou à la salinité fait aussi intervenir des facteurs de
transcription appelés CBF/DREB1 (C-repeat Binding Factor/Dehydration Responsive Element
Binding factor 1) et DREB2 appartenant à la famille AP2 (APETALA2)/ERF (Ethylene-
Responsive Element-Binding factor). Le motif de liaison des CBF/DREB1 et des DREB2 est
appelé CRT/DRE (C-repeat /Dehydration Responsive Element) (Gilmour et al., 1998 ; Liu et al.,
1998 ; Stockinger et al., 1997). La protéine AtCBF4 récemment identifiée chez Arabidopsis est
inductible par l’ABA, la sécheresse et non par le froid, mais sa surexpression permet une
meilleure tolérance à la sécheresse et au froid (Haake et al., 2002). L’ensemble de ces données
permet de relier les différentes voies de signalisation (Nakashima et Yamaguchi-Shinozaki,
2006).
La surexpression des gènes CBF provoque une meilleure tolérance des plantes aux stress
abiotiques, mais cette partie sera détaillée un peu plus loin (Partie 1.2.2.). Par contre, la
surexpression des DREB2 dans des plantes transgéniques n’augmente pas la tolérance aux stress,
un phénomène qui suggère que les protéines DREB2 nécessitent une activation post-
traductionnelle (Liu et al., 1998).
1.1.2. La voie CBF dans la réponse au froid
Dans cette voie de régulation des gènes effecteurs de la réponse au froid, l’hormone ABA
n’est pas impliquée (Fig. 16). Les gènes CBF d’abord découverts chez A. thaliana (Stockinger et
al., 1997) sont induits de manière très précoce et transitoire (15 min à 2 h) en réponse à une
diminution de température (choc au froid), ce qui entraîne l’expression des gènes cibles ou
effecteurs dans les quelques heures qui suivent l’exposition au froid (Gilmour et al., 1998). Le
« régulon CBF » correspond à l’ensemble des gènes régulés par les protéines CBF possédant
dans leur promoteur un ou plusieurs éléments cis CRT/DRE (Yamaguchi-Shinozaki et
Shinozaki, 1994). L’élément DRE (TACCGACAT) présent dans les promoteurs des gènes cibles
et reconnu par les protéines DREB1/2 (Yamaguchi-Shinozaki et Shinozaki 1994 ; Stockinger et
al., 1997) est composé de la séquence cœur CCGAC qui est le motif minimum de liaison,
comprenant des nucléotides essentiels pour une interaction spécifique (C4, G5 et C7,
respectivement en quatrième, cinquième et septième position) (Hao et al., 2002, Sakuma et al.,
2002). Les séquences CRT et le LTRE (Low Temperature-Responsive Element) qui partagent le
motif CCGAC avec l’élément DRE sont des variants de celui-ci (Baker et al., 1994 ; Jiang et al.,
1996 ; Thomashow, 1999).
Figure 17 : Arbre phylogénétique et hypothèse de l’origine des facteurs de transcription à domaine
AP2 chez les végétaux
(A) Arbre phylogénétique des principales protéines ERF/AP2 d’Arabidopsis, de Catharanthus
roseus (ORCA1, ORCA2 et ORCA3), de Brassica napus (BnDREB) et de Nicotiana tabacum
(TsiI) (d’après Sakuma et al., 2002)
(B) Modèle sur l’origine des protéines à domaine AP2 chez les plantes (d’après Magnani et al.,
2004)
Les parenthèses indiquent le nombre de séquences des sous-familles chez Arabidopsis.
(A)
(B)
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La voie CBF représente 5 à 15 % des changements de transcrits en réponse au froid chez
Arabidopsis (Hannah et al., 2006). Par ailleurs, il est montré chez Arabidopsis que le régulon
CBF (>100 gènes ayant un CRT/DRE) correspond à 12 % des gènes répondant au froid, mais les
72 % des gènes régulés par le froid sont affectés directement ou non par l’expression des CBF
(Cook et al., 2004). Les mêmes auteurs démontrent que le métabolome est largement (80 %)
modifié dans les plantes d’Arabidopsis surexprimant le CBF comme dans les plantes acclimatées
au froid. Ces éléments de la littérature mettent en évidence l’importance de la voie CBF dans la
réponse au froid des plantes.
En amont du régulon CBF, le gène ICE1 (Inducer of CBF Expression) a été identifié chez
Arabidopsis à travers un clonage positionnel sur un mutant ice1 dont l’expression du
CBF3/DREB1A est modifiée (Chinnusamy et al., 2003). ICE1 code un facteur de transcription de
type MYC/bHLH (basic helix-loop-helix) qui régule l’expression du CBF3/DREB1A en réponse
au froid (Fig. 16). La surexpression de ICE1 dans des plantes transgéniques résulte en une
augmentation de la tolérance au gel, suggérant un rôle activateur de ICE1 dans la réponse au
stress froid. Un signal froid est nécessaire pour l’activation des protéines ICE par
phosphorylation, mais le mécanisme de transduction du signal n’est pas encore connu
(Chinnusamy et al., 2003). L’analyse moléculaire du promoteur du CBF2/DREB1C a mis en
évidence de multiples éléments cis probablement impliqués dans l’expression de gènes induits
par le froid (Shinwari et al., 1998 ; Zarka et al., 2003). D’autres éléments de cette voie ont été
isolés comme par exemple HOS1 (Lee et al., 2001) et FRY2 (Xiong et al., 2002) identifiés
comme protéines répresseurs de transcription des CBF alors que LOS4 est un régulateur positif
(Gong et al., 2002).
1.2. La famille multigénique des facteurs de transcription CBF
Les facteurs de transcription CBF appartiennent à la grande famille des protéines à
domaine AP2/ERF qui est caractérisée par la présence du domaine AP2 de liaison à l’ADN.
1.2.1. Phylogénie et composition de la famille CBF
Chez Arabidopsis, la famille des protéines AP2/ERF contient 144 membres (Riechmann
et al., 2000). Cette famille est divisée en cinq sous-familles : DREB, ERF, AP2, RAV et autres
(Fig 17A). Les sous-familles DREB (55 gènes, groupe A dont les CBF) et ERF (65 gènes,
groupe B), soit plus de 120 protéines sont caractérisées par la présence d’un seul domaine AP2 et
un motif conservé WLG. Le sous-groupe AP2 comprend 14 protéines qui ont deux AP2 répétés.
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Les six membres des facteurs RAV ont un domaine B3 de liaison à l’ADN après le domaine
AP2. Les quatre autres membres des AP2/ERF de la cinquième sous-famille « autre » ont un seul
domaine AP2, mais n’ont pas le motif WLG caractéristique des protéines DREB et ERF
(Sakuma et al., 2002). Trois des quatre membres de la cinquième sous-famille ont des séquences
similaires avec la sous famille AP2 et sont donc classés dans cette sous-famille par Magnani en
2004 (Magnani et al., 2004).
Longtemps considérés spécifiques des plantes, les domaines AP2 sont impliqués dans des
étapes clés du développement, comme l’organogénèse des fleurs et la formation des graines mais
aussi dans les réponses aux stress (Riechmann et Meyerowitz, 1998). Récemment, des
homologues des AP2 ont été isolés également chez certaines cyanobactéries, des ciliés et des
virus. Ces AP2 sont des protéines HNH endonucléases (« homing endonucleases ») coupant
l’ADN double brin d’un allèle avec délétion puis y intégrant une nouvelle séquence par copie
d’un autre allèle non délété par transposition. D’après une analyse phylogénétique, Magnani
émet l’hypothèse d’un transfert latéral d’une HNH-AP2 endonucléase depuis des bactéries ou
des virus vers les plantes via les procédés de transposition et d’intégration (Magnani et al., 2004
; Wessler, 2005) (Fig. 17B). Le nombre et la proximité des séquences des gènes de la famille
AP2 au sein des végétaux, peuvent s’expliquer par de nombreux phénomènes de duplication et
de divergence (Kim et al., 2006). Il est à remarquer que la majorité des gènes de la famille
AP2/ERF ne présentent pas d’introns et seulement la sous-famille AP2 peut en contenir
(Magnani et al., 2004).
Au niveau structural, le seul domaine AP2 modélisé par RMN (Résonance Magnétique
Nucléaire) est celui d’AtERF1 (Protein Data Bank ID : 1GCC). La structure 3D présente trois
feuillets  et une hélice  qui est parallèle aux feuillets  (Allen et al., 1998). Dans ce domaine
AP2, les acides aminés valine en 14ème position (V14) et acide glutamique en 19ème (E19) jouent
un rôle important dans la détermination de la spécificité de liaison à l’ADN (Cao et al., 2001 ;
Sakuma et al., 2002).
En plus de ce domaine AP2 spécifique les protéines CBF présente des séquences
signatures (PKK/RPAGRxKFxETRHP et DSAWR) flanqués directement autour du domaine
AP2, comme chez le colza, le blé, le riz et la tomate et l’eucalyptus. Par ailleurs, la séquence
PKK/RPAGRxKFxETRHP est suppposée contenir un NLS (Nuclear Localization Signal)
(Stockinger et al., 1997, Jaglo et al., 2001). Enfin, un domaine de transactivation de longueur
variable dans la partie COOH-terminale des protéines CBF se caractérise par un PI très acide et
des clusters d’acides aminés hydrophobes conservés entre les espèces. La partie COOH-
terminale pourrait jouer un rôle dans le retard de croissance observé chez les plantes
surexprimant les CBF (Wang et al., 2005).
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1.2.2. Les différents CBF isolés chez les plantes
Aujourd’hui, de nombreux CBF sont isolés chez plus de 50 genres de dicotylédones et
monocotylédones (Annexe 4). Chez les dicotylédones, le nombre de gènes CBF est relativement
restreint alors que chez les monocotylédones il varie selon les espèces essentiellement avec la
complexité des génomes comme par exemple chez le blé hexaploïde la prédiction de 23-25 CBF
(Badawi et al., 2007). Seuls les résultats concernant les CBF de dicotylédones, dont les
eucalyptus font partie, seront discutés dans ce mémoire.
- Chez Arabidopsis thaliana
Depuis que le génome d’Arabidopsis thaliana est entièrement séquencé, six CBF/DREB1
ont été isolés. Les premières études sur Arabidopsis ont d’abord porté sur les CBF1, 2 et 3
induits par le froid et disposés en tandem sur le chromosome 4 (Gilmour et al., 1998 ; Medina et
al., 1999). Le gène AtCBF4 isolé plus récemment est induit par la sécheresse et se situe sur le
chromosome 5 (Haake et al., 2002). Enfin deux autres DREB1 nommés AtDDF1 et AtDDF2
induits par le stress salin principalement sont situés sur le chromosome 1. D’après l’étude du
mutant ddf1 déficient en gibbérelline, AtDDF1 paraît être impliqué dans le contrôle de la
synthèse de ces hormones (Magome et al., 2004).
- Chez les ligneux
Le premier CBF de ligneux isolé du merisier (Prunus avium) est désigné PaDREB1 ou
PaD2B (Kitashiba et al., 2002). Les EguCBF1a et EguCBF1b sont les premiers CBF isolés et
caractérisés chez l’Eucalyptus (E. gunnii) par notre équipe. Ils sont fortement régulés par le
froid, mais très peu par d’autres stress abiotiques (El Kayal et al., 2006).
Des CBF ont été ensuite isolés chez d’autres ligneux comme le peuplier, le pommier, le
bouleau et la vigne. Parmi les six gènes CBF isolés chez Populus trichocarpa seulement les
PtCBF1 et PtCBF2 sont phylogénétiquement proches des AtCBF1-4 d’Arabidopsis. Ils
répondent au stress froid et sont exprimés différemment dans les tiges et les feuilles (Benedict et
al., 2006). Par ailleurs, les quatre CBF isolés chez le bouleau (Betula pendula) répondent au
froid et présentent une expression rapide et transitoire dans les tissus actifs en jour long et une
expression tardive et plus durable en jour court dans les tissus dormants. Ceci suggère
l’implication des CBF dans l’acclimatation en hiver chez ce ligneux (Welling et Palva, 2008).
Chez Vitis vinifera sensible au froid et Vitis riparia tolérante au froid, quatre CBF sont communs
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aux deux espèces. Les VvCBF1-3 et VrCBF1-3 sont induits par le froid, la sécheresse et l’ABA
(Xiao et al., 2006) alors que les VvCBF4 et VrCBF4 plus distincts en séquence répondent
pendant au moins un jour et uniquement au froid et de façon identique chez les deux espèces
(Xiao et al., 2008).
Des CBF ont aussi été identifiés chez les plantes tropicales à feuilles caduques comme
l’hévéa (Hevea brasiliensis). Chez les plantes tropicales à feuilles persistantes les plus proches
d’E. gunnii, un EgCBF1 répondant au froid est isolé chez E. globulus (Gamboa et al., 2007).
Enfin, deux CBF induits par le froid ont été isolés chez l’espèce tolérante Poncirus trifoliata et
l’espèce sensible Citrus paradisi (Champ et al., 2007).
Ainsi, aujourd’hui, des gènes CBF ont été identifiés chez environ 13 genres de plantes
ligneuses (Annexe 4). Les séquences CBF des ligneux sont assez conservées entre les espèces et
les fonctions sont communes avec celles des plantes herbacées dicotylédones, mais des
caractéristiques de ces CBF sont moins bien connues que chez les autres espèces. Cependant les
espèces ligneuses à feuillage persistant comme l’Eucalyptus possèdent des mécanismes
certainement plus complexes en réponse au froid que les espèces ligneuses à feuillage caduque et
encore plus que les herbacées.
1.2.3. Rôle des CBF dans la tolérance au froid
Le rôle des CBF dans la tolérance au froid est démontré soit par modulation de
l’expression via la transgénèse soit via l’étude de colocalisation avec des QTL.
1.2.3.1. Expression des gènes CBF par transgénèse
Les nouveaux CBF isolés chez les plantes sont introduits par transgénèse sur des plantes
de la même espèce (système homologue) ou dans une autre espèce (système hétérologue) afin de
pouvoir observer les modifications engendrées sur le régulon CBF et la tolérance au froid.
- En système homologue chez Arabidopsis
Des transformants d’Arabidopsis transformées surexprimant AtCBF1-4 présentent une
meilleure tolérance au froid en condition non acclimatée que les sauvages, ce qui est lié à une
activation des gènes COR (Cold-Regulated). Par ailleurs les plantes présentent un phénotype
nain (« dwarf ») dû à un retard de croissance (Gilmour et al., 1998 ; Jaglo-Ottosen et al. 1998 ;
Liu et al., 1998 ; Gilmour et al., 2000 ; Haake et al., 2002).
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- En système hétérologue
Le CBF1 d’A. thaliana introduit sous contrôle d’un promoteur constitutif dans des plantes
de Populus trichocarpa permet d’induire le régulon CBF du peuplier en condition non
acclimatée et les plantes sont plus tolérantes au froid (Benedict et al., 2006). Ces auteurs
montrent que le régulon CBF est conservé chez Arabidopsis et Populus mais ils mettent en
évidence des différences entre les organes pérennes (tiges) et non pérennes (feuilles).
Les gènes CBF isolés chez différentes espèces végétales sont le plus souvent introduits
chez A. thaliana. La surexpression du gène OsDREB1A du riz chez Arabidopsis induit la
surexpression des gènes cibles ce qui aboutit à des plantes plus tolérantes au gel, à la sécheresse
et à des fortes teneurs en sel (Dubouzet et al., 2003).
Lorsque le gène LeCBF1 isolé de tomate, espèce sensible au froid est surexprimé
constitutivement chez Arabidopsis, l’expression des gènes cibles est induite et la tolérance au gel
augmentée. Par contre, la surexpression constitutive de LeCBF1 ou d’AtCBF3 dans des plantes
de tomates transgéniques n’augmente pas la tolérance au gel. Ces résultats suggèrent que chez la
tomate, le régulon CBF est plus réduit ou moins diversifié que celui d’Arabidopsis (Zhang et al.,
2004). Par ailleurs, l’apparition des phénotypes nains chez les tomates surexprimant AtCBF1
d’Arabidopsis peut être évitée par un ajout externe de gibbérellines (GA) (Hsieh et al., 2002a ;
Hsieh et al., 2002b). La surexpression du gène AtCBF1 d’Arabidopsis chez une espèce sensible
au froid comme la pomme de terre Solanum tuberosum ne permet pas une augmentation de la
tolérance au gel alors que la même expérience chez une espèce voisine Solanum commersonii,
déjà naturellement plus tolérante, augmente la tolérance. Ainsi, ces expériences prouvent que
l’introduction d’un même gène dans différentes espèces a des conséquences plus ou moins
marquées sur la tolérance en fonction du régulon déjà en place chez l’espèce étudiée (Pino et al.,
2008). Un gène CBF/DREB1 de merisier (Prunus avium) introduit par transgénèse chez
Arabidopsis induit le gène cor15a et provoque un gain de tolérance au froid. Ce résultat permet
de démontrer l’existence d’une voie CBF conservée chez les ligneux (Kitashiba et al., 2004).
1.2.3.2. Etude génétique par colocalisation avec des QTL
Chez Arabidopsis, des approches de génétique quantitative ont défini sept QTL
(Quantitative Trait Loci) pour la tolérance au froid après acclimatation et nommés FTQ1
(Freezing Tolerance QTL 1) à FTQ7. Les loci FTQ4 et FTQ6 sont les QTL associés à la réponse
à des photopériodes variables alors que cinq des autres QTL sont dépendants d’une
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photopériode. Après le séquençage de la partie génomique correspondant à l’intervalle de
séquence du chromosome 4 contenant FTQ4, les CBF1, CBF3 et CBF2 sont identifiés dans cette
zone (Alonso-Blanco et al., 2005).
D’autre part, le locus de tolérance au gel Fr-Am2 situé sur le chromosome 5Am du blé
diploïde (Triticum monococcum) après séquençage de l’intervalle contient pas moins de 11 gènes
CBF sur les 13 identifiés chez cette espèce (Miller et al., 2006). L’expression de trois de ces
CBF est corrélée avec un gain de tolérance au froid par comparaison de génotypes sensibles et
tolérants au froid (Vagujfalvi et al., 2005).
Chez l’orge (Hordeum vulgare) les niveaux de transcrits de CBF2 et CBF4 du locus Fr-
H2 de tolérance au gel sont significativement plus élevés chez les plantes « nure » naturellement
plus tolérantes au froid ayant l’allèle Fr-H2 par rapport aux plantes « tremois » plus sensibles
ayant l’allèle Fr-H1. Ce résultat permet d’identifier des différences alléliques au sein d’un même
locus essentiellement dues au niveau d’expression CBF (Stockinger et al., 2007).
En conclusion, les études d’association et de colocalisation permettent de conclure sur
l’importance des gènes CBF dans le caractère tolérance au froid chez les espèces végétales
étudiées. Ces gènes peuvent être considérés comme de bons gènes candidats pour ce caractère.
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2. Résultats
Les premières séquences de gènes CBF d’E. gunnii ont été obtenues par des membres de
l’équipe « Réponse adaptative au froid » avant le début de mes travaux. Après la séquence de
gène EguCBF1a obtenue par Walid El Kayal (El Kayal et al., 2006), des séquences partielles des
EguCBF1b et EguCBF1c ont été isolées à partir d’une banque d’EST construite par Guylaine
Keller (Keller et al., sous presse). Une partie de mon travail a été consacrée à l’allongement des
séquences EguCBF1b et EguCBF1c et à l’isolement de nouveaux CBF. Afin d’évaluer la
conservation de ces gènes chez l’Eucalyptus, un gène CBF a été recherché sur six espèces
d’Eucalyptus et une espèce de Corymbia.
2.1. Isolement des séquences EguCBF1 chez Eucalyptus gunnii
Les séquences CBF chez E. gunnii ont été obtenues de deux manières. La première
consiste à aligner des séquences CBF d’espèces dicotylédones pour lesquelles des CBF avaient
été isolés : Arabidopsis thaliana, Capsicum annuum, Lycopersicon esculentum, Gossypium
hirsutum, Brassica napus, Prunus avium. Après amplification avec des amorces dégénérées au
niveau des séquences signatures des CBF, clonage et séquençage, on identifie les séquences puis
les fragments « CBF-like » sont allongés en 5’ et en 3’. La seconde manière consiste à utiliser
des EST (Expessed Sequenced Tag) issus de la banque d’ADNc d’Eucalyptus disponible au
laboratoire. Après un BLAST et un alignement des séquences pour vérifier l’identité EguCBF1,
il suffit d’allonger les séquences différentes en 5’.
2.1.1. Séquences isolées par une approche PCR
Cette méthode a été utilisée avec succès sur des ADN de cultures cellulaires d’E. gunnii
par amplification d’une partie conservée des EguCBF1, suivie de l’allongement des séquences
ainsi obtenues.
La partie conservée ou domaine AP2 + signatures CBF a été amplifiée à partir d’ADN
génomique du clone E. gunnii 870665 avec deux couples d’amorces dégénérées (Annexe 5). Sur
gel d’agarose, une bande ADN d’une longueur de 235 pb a été obtenue et les différentes
séquences ont été séparées par clonage dans Escherichia coli avant séquençage. La confrontation
avec les bases de données a abouti à l’identification d’une quatrième séquence nommée
EguCBF1d qui a été amplifiée en 5’ et 3’ avec le kit « Universal Genome Walker » et séquencée.
Figure 18 : Schéma représentant les différents CBF isolés chez Eucalyptus gunnii
Figure 19 : Alignement des parties codantes des différents variants CBF isolés en acides aminés
chez Eucalyptus gunnii
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Ainsi par cette méthode d’amplification, deux CBF ont été isolés chez E. gunnii :
EguCBF1a et EguCBF1d. La longueur totale du contig d’EguCBF1a est de 2847 pb et celle
d’EguCBF1d est de 2442 pb, avec des parties codantes de 663 pb pour EguCBF1a et de 591 pb
pour EguCBF1d (Fig. 18).
2.1.2. Séquences issues de banques d’ADNc
A partir de feuilles du clone 941366 provenant de plantes acclimatées au froid, une
banque d’environ 366000 EST a été construite (Keller et al., sous presse). Après un BLAST de
ces EST contre des bases de données de gènes, deux nouveaux CBF, les EguCBF1b et
EguCBF1c ont été identifiés. La longueur de ces EST est d’environ 500 pb à partir de l’extrémité
3’. Il a donc été nécessaire d’allonger en 5’ ces séquences sur ADN génomique pour obtenir la
totalité du gène. L’ADN génomique du clone E. gunnii 870665 a été utilisé pour réaliser les
allongements avec la technique déjà employée pour les séquences issues de l’approche PCR.
Après allongement en 5’, la séquence complète du gène EguCBF1b est de 1633 pb et celle du
gène EguCBF1c est de 2296 pb. Les parties codantes des gènes EguCBF1b et EguCBF1c sont
respectivement de 675 pb et 690 pb, longueurs proches de celle d’EguCBF1a (663), EguCBF1d
étant plus court que les trois autres. La longueur du 3’UTR est plus variable que celle de la partie
codante et enfin, l’étendue des séquences en 5’ indique la taille du fragment isolé et non
l’étendue réelle des séquences promotrices (Fig. 18).
En conclusion, quatre séquences CBF complètes correspondant à des gènes différents ont
été obtenues chez E. gunnii en utilisant deux méthodes complémentaires basées sur la PCR et
des banques d’ADNc. Les parties promotrices, les parties codantes et les 3’UTR sont donc
disponibles pour caractériser ces séquences par bioinformatique.
2.2. Caractérisation des séquences EguCBF1
Les quatre premiers CBF isolés chez E. gunnii ont été comparés entre eux par alignement
des séquences et une phylogénie a été construite pour les comparer à d’autres CBF d’espèces les
plus proches.

Espèce Protéine Identité (I) Protéine CBF d’Eucalyptus gunnii
(N° accession) Similarité (S) EguCBF1A EguCBF1B EguCBF1C EguCBF1D
Eucalyptus gunnii EguCBF1A I (%) 100,0
(DQ241820) S (%) 100,0
EguCBF1B I (%) 80,9 100,0
(DQ241821) S (%) 86,7 100,0
EguCBF1C I (%) 74,2 73,8 100,0
(EU794855) S (%) 82,5 79,9 100,0
EguCBF1D I (%) 74,3 73,5 72,5 100,0
(EU794856) S (%) 79,7 77,4 77,3 100,0
Arabidopsis thaliana AtCBF1 I (%) 55,1 55,1 52,9 57,5
(AY667247) S (%) 62,0 61,4 60,8 64,4
AtCBF2 I (%) 52,1 49,6 49,4 52,0
(AY667247) S (%) 61,1 61,0 62,3 62,4
AtCBF3 I (%) 53,6 51,9 52,5 55,4
(AY667247) S (%) 62,7 59,1 61,3 63,2
AtCBF4 I (%) 57,2 52,9 52,3 53,9
(NM_124578) S (%) 66,1 62,4 62,1 62,7
Betula pendula BpCBF1 I (%) 60,8 60,2 62,3 64,6
(EF530204) S (%) 69,4 67,7 70,6 72,7
BpCBF2 I (%) 59,5 58,0 61,9 63,2
(EF530205) S (%) 69,8 68,1 69,3 72,7
BpCBF3 I (%) 53,2 51,0 50,8 55,8
(EF530206) S (%) 65,5 62,3 63,2 68,4
Capsicum annuum CaCBF1B I (%) 61,4 62,7 61,6 60,2
(AY368483) S (%) 73,2 72,0 71,2 69,2
Eucalyptus globulus EgCBF1 I (%) 79,1 98,2 73,4 72,1
(DQ523829) S (%) 85,8 99,1 79,5 76,5
Hevea brasiliensis HbCBF1 I (%) 62,7 60,5 61,8 58,2
(AY960212) S (%) 72,5 69,5 71,4 66,8
Malus x domestica MdCBF1 I (%) 59,7 58,4 58,5 59,1
(DQ074478) S (%) 68,7 68,7 69,9 68,4
Populus trichocarpa PtCBF1 I (%) 57,8 55,6 55,3 66,2
(EF151456) S (%) 65,7 62,8 62,9 74,0
PtCBF2 I (%) 56,6 58,8 59,4 55,2
(EF151457) S (%) 67,9 67,2 67,9 61,7
PtCBF3 I (%) 52,7 52,7 50,6 48,1
(EF151458) S (%) 65,4 63,9 63,4 59,5
PtCBF4 I (%) 56,1 51,3 52,0 55,0
(EF155962) S (%) 66,4 62,8 63,3 64,9
Prunus avium PaDREB1 I (%) 52,9 52,2 52,6 51,0
(AB080966) S (%) 65,3 64,4 63,1 61,8
Vitis riparia VrCBF1A I (%) 44,5 44,4 42,8 44,7
(AY390370) S (%) 54,0 53,0 53,1 53,0
VrCBF1B I (%) 45,2 44,4 42,8 44,7
(AY390371) S (%) 54,8 53,4 53,9 53,0
VrCBF2 I (%) 40,7 41,0 39,6 42,9
(AY390373) S (%) 50,2 50,4 50,4 50,8
VrCBF3 I (%) 41,9 40,1 39,6 42,1
(AY390374) S (%) 50,8 48,9 51,3 53,3
VrCBF4 I (%) 63,6 61,6 61,4 63,0
(AY706986) S (%) 72,4 72,9 70,4 70,8
Vitis vinifera VvCBF4 I (%) 63,2 61,1 61,6 62,6
(DQ497624) S (%) 72,4 72,9 70,9 70,8
Tableau 3 : Identités et similarités entre les protéines CBF d’Eucalyptus gunnii et quelques CBF
d’autres espèces
Figure 20 : Arbre phylogénétique des zones conservées AP2 et signatures des CBF en acides
aminés des différents CBF isolés chez des plantes dicotylédones
Les distances sont indiquées sur le graphique ( 50). Les séquences sont issues des protéines AtCBF1 (AY667247),
AtCBF2 (AY667247), AtCBF3 (AY667247), AtCBF4 (NM_124578) d’Arabidopsis thaliana ; BpCBF1 (EF530204),
BpCBF2 (EF530205), BpCBF3 (EF530206) de Betula pendula ; CaCBF1B (AY368483) de Capsicum annuum ;
EgCBF1 (DQ523829) d’Eucalyptus globulus ; EguCBF1A (DQ241820), EguCBF1B (DQ241821), EguCBF1C
(EU794855), EguCBF1D (EU794856) d’Eucalyptus gunnii ; GhDREB1A (AY321150) de Gossypium hirsutum ;
HbCBF1 (AY960212) d’Hevea brasiliensis ; LeCBF1 (AY034473), LeCBF2 (AY497899) de Lycopersicon esculentum
; MdCBF1 (DQ074478) de Malus x domestica ; PtCBF1 (EF151456), PtCBF2 (EF151457), PtCBF3 (EF151458),
PtCBF4 (EF155962) de Populus trichocarpa ; PaDREB1 (AB080966) de Prunus avium ; VrCBF1A (AY390370),
VrCBF1B (AY390371), VrCBF2 (AY390373), VrCBF3 (AY390374), VrCBF4 (AY706986) de Vitis riparia et
VvCBF1 (AY390372), VvCBF2 (AY390376), VvCBF3 (AY390375), VvCBF4 (DQ497624) de Vitis vinifera.
EgCBF1
EguCBF1B
EguCBF1A
EguCBF1D
EguCBF1C
PtCBF2
PtCBF1
VvCBF4
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99
99
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2.2.1. Analyse de la séquence codante complète
La comparaison des séquences en acides aminés des protéines EguCBF1A, EguCBF1B,
EguCBF1C et EguCBF1D révèle des protéines très conservées dans leur domaine AP2 +
signatures CBF et leur domaine COOH-terminal (acide). Les protéines EguCBF1 sont des petites
protéines de 220 aa (acides aminés) pour EguCBF1A, 224 aa pour EguCBF1B, 229 aa pour
EguCBF1C et 196 aa pour EguCBF1D. La partie la moins conservée concerne la partie 5’ de la
partie codante avec des longueurs différentes selon les CBF, EguCBF1D étant le plus court et
EguCBF1C étant le plus long. De plus, EguCBF1C et EguCBF1D possèdent une insertion de
deux acides aminés au même niveau dans le domaine COOH-terminal. Comme tous les gènes
CBF/DREB1 isolés chez différentes espèces, les gènes EguCBF1 ne possèdent pas d’intron chez
l’Eucalyptus (Fig. 19).
Les niveaux d’identité et de similarité des protéines CBF ont été comparés pour les quatre
premiers membres de chaque groupe CBF d’E. gunnii avec les CBF isolés précédemment chez
diverses espèces végétales dont quelques ligneux (Tableau 3). Les protéines CBF d’E. gunnii ont
des identités de 72,5 % à 80,9 % et des similarités de 77,3 % à 86,7 % entre les quatre membres
comparés deux à deux, ce qui démontre donc qu’ils sont bien distincts. Les protéines CBF d’E.
gunnii partagent des identités de 49,4 % à 57,5 % et des similarités de 59,1 à 66,1 % avec les
AtCBF1, AtCBF2, AtCBF3 et AtCBF4 d’Arabidopsis thaliana. Si on compare les protéines
CBF avec celles déjà isolées chez d’autres espèces, EguCBF1B d’E. gunnii présente 98,2 %
d’identité et 99,1 % de similarité avec EgCBF1 d’E. globulus. Hormis E. globulus qui appartient
au même genre qu’E. gunnii, les protéines EguCBF1 d’E. gunnii ont des similarités de 62,8 % à
74 % avec les PtCBF1-4 de Populus trichocarpa, de 62,3 % à 72,7 % avec les BpCBF1-3 de
Betula pendula, de 69,2 % à 73,2 % avec CaCBF1B de Capsicum annuum, de 70,4 % à 72,9 %
avec VrCBF4 de Vitis riparia, de 66,8 % à 72,5 % avec le CBF1 d’Hevea brasiliensis, mais sont
moins similaires avec MdCBF1 de Malus x domestica et PaDREB1 de Prunus avium.
Un alignement ClustalW des parties AP2 + signatures CBF des protéines des quatre
premiers EguCBF1 d’E. gunnii avec les CBF d’espèces dicotylédones ligneuses ou herbacées a
permis de construire un arbre phylogénétique afin de comprendre les relations entre les CBF d’E.
gunnii et ceux déjà identifiés chez d’autres espèces (Fig. 20). Les protéines EguCBF1 d’E.
gunnii sont plus proches d’EgCBF1 d’Eucalyptus globulus, des PtCBF1 et PtCBF2 de Populus
trichocarpa et des CBF4 de la vigne (Vitis vinifera et Vitis riparia). Si l’on compare les CBF
d’E. gunnii entre eux, les EguCBF1A et EguCBF1D sont très proches dans leur domaine AP2 +
signatures CBF, mais ils ne sont pas très différents d’EguCBF1B. Seul EguCBF1C se retrouve

Figure 21 : Alignement multiple du domaine AP2 de liaison à l’ADN des protéines CBF
Les séquences en acides aminés sont AtCBF1 (AY667247), AtCBF2 (AY667247), AtCBF3 (AY667247), AtCBF4
(NM_124578) d’Arabidopsis thaliana, PtCBF1 (EF151456), PtCBF2 (EF151457), PtCBF3 (EF151458), PtCBF4
(EF155962) de Populus trichocarpa, EgCBF1 (DQ523829) d’Eucalyptus globulus, EguCBFA (DQ241820), EguCBFB
(DQ241821), EguCBF1C (EU794855), EguCBF1D (EU794856) d’Eucalyptus gunnii. Les clusters hydrophobes sont
soulignés et notés HC pour la région AP2. Les résidus fortement hydrophobes V, I, L F et modérément hydrophobes M,
W, Y et A sont surlignés en bleu turquoise; les résidus polaires non chargés C, N, Q, S, et T en vert; P en jaune; G en
orange ; les résidus chargés positivements H, K et R sont surlignés rouges, et les résidus chargés négativement D et E
ont une police blanche surlignée en violet. Les flèches indiquent les acides aminés conservés dans le sous-groupe des
DREB des AP2/ethylene response element binding protein (EREBP).
::**** *...***.*:*** **: ***.*: * :******:***:*: *:******.
AtCBF1 IYRGVRQRNSGKWVSEVREPNKKTRIWLGTFQTAEMAARAHDVAALALRGRSACLNFA
AtCBF2 IYRGVRQRNSGKWVCELREPNKKTRIWLGTFQTAEMAARAHDVAAIALRGRSACLNFA
AtCBF3 IYRGVRRRNSGKWVCEVREPNKKTRIWLGTFQTAEMAARAHDVAALALRGRSACLNFA
AtCBF4 IYRGVRQRNSGKWVCEVREPNKKSRIWLGTFPTVEMAARAHDVAALALRGRSACLNFA
PtCBF1 VYRGVRRRNSGKWVCEVREPNKKSRIWLGTFPTAEMAARAHDVAALALRGRSACLNFA
PtCBF2 VYRGVRRRNSGKWVCEVREPNKKSRIWLGTFPTADMAARAHDVAALALRGRSACLNFA
PtCBF3 IFRGVRKRNGDKWVCELREPNKKSRIWLGTYPTPEMAARAHDVAALAFRGKSACLNFA
PtCBF4 VFRGVRKRNGNKWVCEMREPNKKSRIWLGTYPTPEMAARAHDVAALALRGKSACLNFA
EgCBF1 VYRGVRLRDSGKWVCEVREPRKKSRIWLGTFPTADMAARAHDVAALALRGQSACLNFA
EguCBF1A VYRGVRLRDSGKWVCEVREPIKKSRIWLGTFPTVEMAARAHDVAALALRGRSACLNFA
EguCBF1B VYRGVRLRDSGKWVCEVREPRKKSRIWLGTFPTADMAARAHDVAALALRGQSACLNFA
EguCBF1C VYRGVRRRSSGKWVCEVREPDKKSGIWLDTFPTAEMAARAHNVAALALWGRSACLNFA
EguCBF1D VYRGVRLRDSGKWVCEVREPRKKSRIWLGTFPTVEMAARAHDVAALALRGRSACLNFV
HC1 HC2 HC3 HC4 HC5
Figure 22 : Schéma de la structure du domaine AP2 de deux protéines CBF d’Eucalyptus gunnii en
comparaison avec celui de la protéine AtERF1 d’Arabidopsis thaliana
(A) AtERF1
Les trois feuillets  (jaune) et l’hélice  (rouge) sont connectés par des boucles (vert). La flèche rose montre la zone de
la protéine qui a la plus grande importance pour l’interaction avec l’ADN.
(B) EguCBF1A ou B ou D
(C) EguCBF1C
La flèche bleue indique la principale modification de la conformation.
(D) Alignement des séquences AP2 en acides aminés de AtERF1, EguCBF1A et EguCBF1C
Les résidus identiques sont encadrés et surlignés en rouge et les résidus homologues sont encadrés mais non surlignés.
La délétion d’un acide aminé à la position 27 du EguCBF1C est indiquée par une flèche bleue.
Nterm
Cterm
Nterm
Cterm
Nterm
Cterm
(A) (B) (C)
(D)
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sur une branche voisine, signalant des différences dans la séquence en acides aminés du domaine
par rapport aux EguCBF1A, EguCBF1B et EguCBF1D.
En conclusion, les protéines EguCBF1A, EguCBF1B et EguCBF1D chez E. gunnii sont
très similaires, alors que celle d’EguCBF1C semble différente en séquence et en caractéristique.
2.2.2. Analyse du domaine AP2 et modélisation de la structure
Le domaine AP2 de liaison à l’ADN se fixe sur les cis-éléments CRT situés sur les
promoteurs des gènes cibles. On peut donc supposer que des différences très minimes dans la
structure peuvent avoir des conséquences importantes pour la liaison à l’ADN. Un alignement en
acides aminés (ClustalW) du domaine AP2 + signatures CBF des quatre premiers EguCBF1 d’E.
gunnii avec les séquences EgCBF1 d’E. globulus, PtCBF1, PtCBF2, PtCBF3 et PtCBF4 de P.
trichocarpa permet de vérifier la conservation des cinq clusters hydrophobes (HC1 à HC5)
définis chez A. thaliana et le blé (Badawi et al., 2007), ainsi que la présence des deux acides
aminés importants pour la liaison à l’ADN des gènes cibles. Ces éléments permettent de penser
que les protéines CBF seraient fonctionnelles chez E. gunnii. (Fig 21).
D’après la modélisation 3D établie à partir de la seule structure en cristallographie
connue pour une protéine à domaine AP2 (AtERF1), la structure tridimentionnelle des quatre
EguCBF1 a été modélisée par Jean-Philippe BORGES (de l’équipe Protéines de reconnaissance
et de défense de l’UMR 5546) (Fig. 22A). Les structures des AP2 des EguCBF1A, EguCBF1B
et EguCBF1D sont très similaires entre elles avec une hélice  et trois feuillets  (Fig. 22B) mais
aussi très similaires à la structure décrite pour AtERF1. Leur capacité de liaison devrait donc être
équivalente à celle du modèle car les différentes délétions ou changement d’acides aminés
n’affectent pas la conformation. Par contre la structure tridimentionnelle d’EguCBF1C se
distingue (Fig. 22C) : le premier feuillet  le plus important pour la liaison est non modifié ce qui
permet de prédire la fonctionnalité de ce domaine AP2. Par contre le début du troisième feuillet
contient une délétion sur un acide aminé important et une modification d’acides aminés avant et
après la délétion, ce qui affecte surement la conformation (Fig 22D). Ce résultat suggère qu’il
pourrait y avoir une différence dans la reconnaissance de la séquence ADN cible par EguCBF1C.
Figure 23 : Alignement multiple de la partie COOH-terminale des protéines CBF
Les séquences en acides aminés sont CBFAtCBF1 (AY667247), AtCBF2 (AY667247), AtCBF3 (AY667247), AtCBF4
(NM_124578) d’Arabidopsis thaliana, PtCBF1 (EF151456), PtCBF2 (EF151457), PtCBF3 (EF151458), PtCBF4
(EF155962) de Populus trichocarpa, EgCBF1 (DQ523829) d’Eucalyptus globulus, EguCBFA (DQ241820), EguCBFB
(DQ241821), EguCBF1C (EU794855), EguCBF1D (EU794856) d’Eucalyptus gunnii. Les clusters hydrophobes sont
soulignés et notés Hc pour la région COOH terminale. Les résidus fortement hydrophobes V, I, L F et modérément
hydrophobes M, W, Y et A sont surlignés en bleu turquoise; les résidus polaires non chargés C, N, Q, S, et T en vert; P
en jaune; G en orange ; les résidus chargés positivements H, K et R sont surlignés rouges, et les résidus chargés
négativement D et E ont une police blanche surlignée en violet.
:: : *..:: . ***:** * .***
AtCBF1 LDMEETMVEAIYTPEQSEGAFYMDEETMFGMPSLLDNMAEGMLLPPPSVQWNHNYDGEG----DGD-VSLWSY--
AtCBF2 LDMEETLVEAIYTPEQSQDAFYMDEEAMLGMSSLLDNMAEGMLLPSPSVQWNYNFDVEG----DDD-VSLWSY--
AtCBF3 FDMEETLVEAIYTAEQSENAFYMHDEAMFEMPSLLANMAEGMLLPLPSVQWNHNHEVDG----DDDDVSLWSY--
AtCBF4 AAGEGVREGERRAEEQNGGVFYMDDEALLGMPNFFENMAEGMLLPPPEVGWNHNDFDGV----G--DVSLWSFDE
PtCBF1 RTGDEGEKAAETTAEAGEEVFYMDDEAVFGMPGLLANMAEGMLLPPPHCG--GGGDGWDNMENIDADMPLWSFSI
PtCBF2 RTGDEVEKVAGTAAGD---VFYMDDDADFGMPGLLANIAEGMLLPPPNCCGYSGGDSLDNMENNDTDMSLWSFSV
PtCBF3 RGEVCSSTNDDIRDLPSENVGYIDEEAEFNMPGLLASMAEGLLLSPPHYTG----DWND--GEIDADWSLWSS--
PtCBF4 --ENDVFFKEAVFAMPGEND-VFFEEAVFDMPGLLVDMAEGLLLSPPRYVRNDCNDLDH--MENGSDLSLWSY--
EgCBF1 --E--DVMSGNEKKLHSEEGVLYDEEDIFGMPGLLANTAEGMLLSPPECSGDLYAGLDD--GNLDAYASLWSYSM
EguCBF1A --E--DVMSGDEKKLRSEEGVFYDEEDIFGMPGLLADMAEGMLLSPPKWGGDIYGGEDE--GNLGAHTSLWSYSI
EguCBF1B --E--DVMSGNEKKLHSEEGVLYDEEDIFGMPGLLANMAEGMLLSPPECSGDIYAGLDD--GNLDAYTSLWSYSM
EguCBF1C --EAEDVMSGYERKPPSEEGMLYDDEDVFGMPGLLTNMAEGMLLLPPQCGGDGYGGEDD--GNLDAYVSLWSYSM
EguCBF1D --ESEDVMSGDEKKSPSEEGMLFDDEDVFGMPGLLTNMAEGMLLPPPRCGGDGYGGEDD--GNLDAYVSLWSYSL
Hc2 Hc3 Hc4 Hc5 Hc6PHc1
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2.2.3. Analyse du domaine activateur COOH-terminal
Le domaine de transactivation ou COOH-terminal des CBF est caractérisé par son PI très
acide et par la présence de clusters d’acides aminés hydrophobes (Fig. 23).
Le PI des parties COOH-terminales d’EguCBF1A est de 3,9, celui d’EguCBF1B atteint
3,8, celui d’EguCBF1C est le plus bas avec une valeur de 3,4 et celui d’EguCBF1D est de 3,7.
La comparaison des clusters hydrophobes suite à un alignement des EguCBF1A,
EguCBF1B, EguCBF1C et EguCBF1D avec les séquences AtCBF1, AtCBF2, AtCBF3 et
AtCBF4 d’A. thaliana, PtCBF1, PtCBF2, PtCBF3, PtCBF4 de P. trichocarpa et EgCBF1 d’E.
globulus permet de visualiser les zones où se situent les clusters hydrophobes déjà analysés chez
Arabidopsis et le peuplier. Les six clusters hydrophobes présents chez les autres espèces sont
également présents dans la partie COOH-terminale des CBF d’Eucalyptus. Seuls les groupes
Hc1 et Hc5 sont de taille plus petite chez l’Eucalyptus, mais également chez le peuplier.
Au final, la partie COOH-terminale des CBF d’Eucalyptus est très conservée et semble
fonctionnelle pour la transactivation.
En conclusion, les CBF d’E. gunnii sont très homologues avec les CBF isolés chez E.
globulus, le peuplier et la vigne. Les protéines EguCBF1A et EguCBF1D sont très similaires
entre elles et pas très différentes d’EguCBF1B, alors que la protéine d’EguCBF1C semble la plus
distincte du groupe. Plus précisément au niveau du domaine AP2 de liaison à l’ADN, en
comparaison avec la séquence AtERF1 d’Arabidopsis, tous les EguCBF1 semblent fonctionnels,
mais les différences dans EguCBF1C pourraient avoir un impact sur la spécificité de liaison des
cis-éléments des promoteurs des gènes cibles. Le domaine de transactivation est conservé entre
les EguCBF1 et d’autres CBF de ligneux et d’Arabidopsis devrait aussi être fonctionnel.
2.3. Recherche des différents allèles de chaque groupe de CBF
Afin d’isoler la séquence complète de chaque EguCBF1, des amplifications sur ADN
génomique avec des amorces spécifiques des EguCBF1a, EguCBF1b, EguCBF1c et EguCBF1d
ont été nécessaires pour valider les contigs obtenus par assemblage des séquences partielles
disponibles (Annexe 5). Par ailleurs, cette démarche a permis d’isoler de nouveaux variants de
chaque EguCBF1. Les protéines CBF étant conservées entre plusieurs espèces proches et à
l’intérieur d’une espèce, c’est en particulier dans la partie AP2 + signatures CBF que les
changements de quelques nucléotides peuvent trahir la présence de nouveaux gènes ou allèles et
les alignements phylogénétiques sont plus fiables.

Figure 24 : Alignements et arbre phylogénétique des zones conservées AP2 et signatures CBF chez
Eucalyptus gunnii
Les deux derniers chiffres de chaque séquence indiquent le numéro de séquence (colonie séquencée) pour un clone.
(A) Alignement en paires de bases
(B) Alignement en acides aminés
(C) Arbre phylogénétique en paires de bases
Les distances sont indiquées sur le graphique ( 50).
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AP2-02
CBF1A-IV
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100
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(B)
(C)
Domaine AP2
Domaines signatures CBF
Groupe 1A
Groupe 1D
Groupe 1B
Groupe 1C
(A)
Groupe
CBF
Séquence
CBF
Origine
(clone ou
plante)
Longueur
totale du
contig
(pb)
Promoteur
(pb)
Partie
codante
(pb)
3’UTR
(pb)
INDEL
en promoteur
INDEL
en partie
codante
INDEL
en 3’UTR
1A CBF1a-I 870665cellules 2847 1613 663 571 / / /
CBF1a-II 870665cellules 1836 1016 663 157
928del2, 961ins7,
991ins2, 1119del5,
1140del4, 1217ins2,
1245ins3, 1252ins11,
1333del4, 1475ins5,
1480ins33
0 0
CBF1a-III 870665cellules 2458 1618 663 177 1291ins4, 1351ins4 0 2379ins21
CBF1a-IV 870665cellules 2454 1614 663 177 1291ins4 0 2379ins21
CBF1a-V 870665cellules 2531 1595 663 273 1291ins4, 1351ins4 0 2379ins21, 2422ins13
CBF1a-VI SP4103-12plantule 2320 1615 528 177 1291ins4 2068del135 2379ins21
1B CBF1b-I 870665cellules 1633 714 675 244 / / /
CBF1b-II 870665cellules 1534 641 675 218
206del5, 298del5,
343del4, 439del19,
684ins32
0 0
CBF1b-III 870634plantule 1532 645 672 215
408del4, 454ins4,
549del28, 684ins32, 1207del3 1410del2
CBF1b-IV 870634plantule 1225 512 672 41
298del5, 408del3,
454ins5, 549del28,
684ins32
1207del3 0
CBF1b-V 870634plantule 1249 536 672 41
298del5, 343del4,
684ins32 1207del3 0
1C CBF1c-I 870665cellules 2296 1259 690 347 / / /
1D CBF1d-I 870634plantule 2442 1288 591 563 / / /
CBF1d-II 870665cellules 3562 2243 591 728 466ins952 0 2130del290
Tableau 4 : Origine, longueur des séquences et principaux polymorphismes des séquences CBF des
Groupes 1A, 1B, 1C et 1D après amplification sur ADN génomique chez Eucalyptus gunnii
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2.3.1. Isolement de nouvelles séquences CBF
Grâce à l’utilisation d’amorces désignées pour chaque EguCBF1, 14 séquences CBF ont
été isolées sur ADN génomique et comparées pour la partie AP2 + signatures. La présence de
séquences nucléiques différentes (Fig. 24A) peut avoir ou non un impact sur la séquence
protéique correspondante (Fig. 24B). Après construction de l’arbre phylogénétique basé sur la
séquence nucléotidique, les séquences se répartissent dans quatre principaux groupes
correspondant aux quatre gènes isolés : Groupe 1A, Groupe 1B, Groupe 1C et Groupe 1D (Fig.
24C).
2.3.2. Polymorphismes des CBF pleine longueur
Les amplifications PCR des CBF pleine longueur avec des amorces spécifique de chaque
groupe CBF d’E. gunnii ont permis d’isoler six séquences du Groupe 1A, cinq séquences du
Groupe 1B, une séquence du Groupe 1C et deux séquences du Groupe 1D (Tableau 4). Il
convient de préciser que ces deux derniers groupes, isolés en dernier, ont fait l’objet de moins
d’expériences d’amplification, ce qui explique peut-être le nombre réduit de séquences
différentes qu’ils contiennent.
Les différentes séquences peuvent être comparées à l’intérieur d’un même groupe pour
les Groupes 1A, 1B et 1D en utilisant arbitrairement la première séquence isolée comme
référence.
Les séquences du Groupe 1A se divisent en deux catégories avec d’un côté les
EguCBF1a-I et II et de l’autre les EguCBF1a-III, IV, V et VI (Fig. 25A), distinction basée sur
leur domaine AP2 + signatures. Sur la longueur totale des séquences amplifiées, les principales
différences sont retrouvées sur les promoteurs où par exemple, 11 polymorphismes d’insertions
ou délétions (INDEL) dont sept insertions de 2 pb à 33 pb et quatre délétions de 2 pb à 5 pb sur
EguCBF1a-II. Les autres séquences EguCBF1a-III, IV, V et VI ont quelques INDEL parfois
communs dans leur promoteur, mais surtout des insertions dans leur partie 3’UTR. Seul
EguCBF1a-VI possède une délétion de 135 pb dans sa partie COOH-terminale de la partie
codante, mais c’est la seule différence qui le distingue d’EguCBF1a-IV, dont il pourrait donc être
un allèle. Le PI de sa partie COOH-terminale est légèrement plus bas, mais c’est surtout
l’absence des quatre premiers clusters hydrophobes (Hc1 à Hc4) qui pourrait affecter l’efficacité
de la transactivation.
Figure 25 : Schéma des différentes séquences CBF des Groupes 1A, 1B et 1D isolées chez
Eucalyptus gunnii et leurs polymorphismes
Les rectangles noirs sur les premières séquences correspondent aux zones de localisation des polymorphismes par CBF.
(A) Groupe 1A
(B) Groupe 1B
(C) Groupe 1D
Promoteur
Partie codante
3’UTR
Insertion
Délétion
3’CBF1b-I
714 pb 675pb 244 pb
5’
3’CBF1b-II
641 pb 675pb 218 pb
5’
3’CBF1b-III
645 pb 672pb 215 pb
5’
3’CBF1b-IV
512 pb 672pb 41 pb
5’
3’CBF1b-V
536 pb 672pb 41 pb
5’
CBF1d-II 3’5’
728 pb2243 pb 591 pb
CBF1d-I 3’5’
563 pb1288 pb 591 pb
(A)
(B)
(C)
5’CBF1a-I
1613 pb 663pb 571 pb
3’
5’CBF1a-III
1618 pb 663pb 177 pb
3’
5’CBF1a-V
1595 pb 663pb 273 pb
3’
3’5’CBF1a-II
663 pb1016 pb
5’CBF1a-IV
1614 pb 663pb 177 pb
3’
5’CBF1a-VI
1615 pb 528pb 177 pb
3’
157 pb
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Le Groupe 1B se répartit également en deux sous-groupes, avec d’une part les
EguCBF1b-I et II et d’autre part les EguCBF1b-III, IV et V (Fig. 25B). Ici, les principales
différences se situent dans la partie codante où 3 pb (1 acide aminé) sont délétées chez les
EguCBF1b-III, IV et V. Dans le promoteur, de trois à cinq INDEL de longueur et d’emplacement
variables sont présents chez les EguCBF1b-II, III, IV et V. Seul EguCBF1b-III comprend une
délétion de 2 pb dans son 3’UTR.
Enfin, le Groupe 1D se divise en deux types de séquence avec EguCBF1d-I d’une part et
EguCBF1d-II d’autre part (Fig. 25C). Ce groupe se distingue par quelques caractéristiques
surprenantes. Le EguCBF1d-II contient une insertion de 952 pb dans le promoteur pour le
EguCBF1d-II, mais également une délétion de 290 pb pour la même séquence dans le 3’UTR.
EguCBF1d-I et EguCBF1d-II ont également une mutation sur le codon d’initiation si on aligne
ces séquences avec les autres CBF d’E. gunnii. Par contre, une seconde méthionine (M) non loin
de cette séquence peut servir d’initiation à la traduction, mais la partie codante des EguCBF1d
est en conséquence réduite en longueur.
2.3.3. Recherche de cis-éléments dans le promoteur des EguCBF1
Les promoteurs des 14 séquences CBF isolées chez E. gunnii présentent des longueurs
différentes en fonction des produits PCR obtenus. Les éléments cis sont prédits sur la longueur
totale des séquences isolées (Tableau 5). Après alignement, certains promoteurs se révèlent plus
ou moins longs en fonction des insertions et délétions et de la position du codon initiation de la
traduction.
Quand on considère la longueur totale des promoteurs CBF isolés, généralement, au
moins une TATA Box est retrouvée dans chaque promoteur sauf pour EguCBF1b-IV. Les
éléments cis les plus nombreux et impliqués dans la tolérance au froid retrouvés à l’aide du
logiciel PLACE (de 512 pb à 2243 pb) représentent les séquences MYC + RAV1B (de 1 à 11),
MYB (1 à 11), ABRE (1 à 4), RAV1A (0 à 4) et CRT/DRE/LTRE (0 à 3). D’autres éléments
prédits dans les promoteurs sont connus pour répondre à la lumière ou aux hormones, ils ne
seront pas présentés ici, car non impliqués directement dans la réponse au froid.
Une comparaison plus précise est obtenue en alignant les séquences en amont de la partie
codante, soit une longueur de 506 à 693 pb (Tableau 6). Les TATA Box ne sont pas
obligatoirement identifiées par bioinformatique, car elles peuvent être un peu différentes des
séquences de référence. Le nombre d’éléments prédits varie en fonction du nombre de
polymorphismes d’insertion-délétion et de SNP dans chaque séquence et ainsi dans les parties
Groupe
CBF
Séquence
CBF
Longueur
promoteur
(pb)
CRT/DRE
/LTRE
MYB MYC
RAV1B
ABRE RAV1A TATA Box
1A CBF1a-I 1613 2 7 8 4 2 1
CBF1a-II 1016 1 2 8 2 3 1
CBF1a-III 1618 3 5 7 4 3 1
CBF1a-IV 1614 2 5 8 4 3 1
CBF1a-V 1595 3 6 7 4 3 1
CBF1a-VI 1615 3 4 8 4 3 1
1B CBF1b-I 714 1 1 4 1 0 2
CBF1b-II 641 1 1 3 1 1 1
CBF1b-III 645 2 1 2 1 2 1
CBF1b-IV 512 2 2 1 1 1 0
CBF1b-V 536 2 1 4 1 0 1
1C CBF1c-I 1259 1 6 11 2 1 1
1D CBF1d-I 1288 0 7 7 1 2 1
CBF1d-II 2243 1 11 11 2 4 2
Tableau 5 : Nombre maximum de signaux prédits avec le logiciel PLACE dans les séquences
promotrices des EguCBF1 amplifiés chez Eucalyptus gunnii
Groupe
CBF
Séquence
CBF
Longueur
promoteur
(pb)
CRT/DRE
/LTRE
MYB MYC
RAV1B
ABRE RAV1A TATA Box
1A CBF1a-I 578 1 4 2 3 0 0
CBF1a-II 618 1 1 4 2 3 1
CBF1a-III 586 1 1 2 3 1 0
CBF1a-IV 582 1 1 2 3 1 0
CBF1a-V 586 1 2 2 3 1 0
CBF1a-VI 582 1 1 2 3 1 0
1B CBF1b-I 506 1 1 3 1 0 1
CBF1b-II 511 1 1 3 1 1 1
CBF1b-III 510 2 1 1 1 2 1
CBF1b-IV 507 2 2 1 1 1 0
CBF1b-V 529 2 1 4 1 0 1
1C CBF1c-I 606 0 1 6 1 0 0
1D CBF1d-I 692 0 4 5 1 2 1
CBF1d-II 693 0 2 5 1 2 1
Tableau 6 : Comparaison des signaux prédits avec le logiciel PLACE dans les séquences
promotrices alignées des EguCBF1 amplifiés chez Eucalyptus gunnii
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promotrices les éléments MYC + RAV1B sont très représentés avec 6 sur la séquence
d’EguCBF1c-I, 5 sur les séquences CBF du Groupe 1D, 1 à 4 sur le Groupe 1B et 2 à 4 pour le
Groupe 1A. Par contre, les éléments MYB sont au nombre de 1 pour EguCBF1c-I, de 2 à 4 pour
le Groupe 1D, 1 à 2 pour le Groupe 1B et 1 à 4 pour le Groupe 1A. Les éléments RAV1A sont
répartis différemment avec aucun dans les CBF du Groupe 1C, 2 dans ceux du Groupe 1D, 0 à 3
dans ceux du Groupe 1A et 0 à 2 pour ceux du Groupe 1B. Les éléments ABRE sont répartis de
façon homogène à l’intérieur d’un même groupe CBF, avec 1 ABRE pour les séquences CBF
des Groupes 1B, 1C et 1D et de 2 à 3 pour le Groupe 1A, ce qui est conforme avec les éléments
observés pour la réponse à l’ABA. Egalement, les éléments CRT/DRE/LTRE sont absents des
séquences CBF des Groupes 1C et 1D mais présents dans celles du Groupe 1A (1) ou celles du
Groupe 1B (1 ou 2).
Pour conclure, les promoteurs des séquences CBF isolées contiennent divers éléments
impliqués dans la réponse au froid en nombre important, mais surtout ils contiennent l’élément
cis CRT/DRE/LTRE si caractéristique des gènes du régulon CBF, ce qui n’a pas été décrit chez
une autre espèce. Sur la partie promotrice des EguCBF1 (à l’exception d’EguCBF1d-I) la
prédiction d’élément CRT/DRE/LTRE permet d’envisager une autorégulation de ces gènes ou
une régulation par les facteurs DREB.
En conclusion les CBF d’E. gunnii isolés se répartissent en quatre groupes correspondant
aux Groupes 1A, 1B, 1C et 1D. Chaque groupe comprend plusieurs séquences parfois assez
différentes dans leur promoteur et à une moindre mesure sur leur partie codante ou leur partie
3’UTR. Les polymorphismes les plus fréquents sont des insertions-délétions. Quelques SNP
répartis sur toutes les régions de la séquence permettent d’envisager l’identification sur ces gènes
de marqueurs potentiels pour la sélection des eucalyptus pour la tolérance au froid.
2.4. Isolement des séquences CBF chez d’autres Eucalyptus ou Corymbia
Des plantules issues de semis (lots de graines du CSIRO en Australie) de cinq espèces
d’Eucalyptus et une espèce voisine Corymbia maculata ont été utilisées pour l’isolement du
CBF1a. Il a été recherché sur ADN génomique des plantules avant une comparaison des
séquences réalisée avec celles déjà obtenues sur des cultures cellulaires d’E. gunnii. Ce travail a
consisté à dévoiler les zones conservées pour évaluer la variabilité de séquence d’un même gène
chez différentes espèces d’Eucalyptus ou apparentées.
Figure 26 : Alignement et arbre phylogénétique des parties codantes en acides aminés des
différents CBF du Groupe 1A isolés chez quelques espèces d’Eucalyptus ou de Corymbia
Les protéines CBF encadrées en jaune représentent les séquences complètes isolées chez Egu (Eucalyptus gunnii). Les
codes utilisés pour les autres espèces sont Eni (Eucalyptus nitens), Epa (Eucalyptus pauciflora), Eca (Eucalyptus
camaldulensis), Eur (Eucalyptus urophylla), Epe (Eucalyptus pellita) et Cma (Corymbia maculata). Les deux derniers
chiffres de chaque séquence correspondent au numéro de séquence (colonie séquencée) pour une plante par espèce.
(A) Alignement en acides aminés
(B) Arbre phylogénétique en acides aminés
Les distances sont indiquées sur le graphique ( 50).
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2.4.1. Amplification de la partie codante du CBF1a
La partie codante du gène EguCBF1a a été amplifiée sur de l’ADN génomique de
cellules du clone E. gunnii 870665 et de l’ADN génomique de feuilles des espèces E. nitens, E.
pauciflora, E. camaldulensis, E. urophylla, E. pellita et C. maculata. Pour l’espèce E. gunnii,
huit séquences différentes ont été isolées, deux séquences pour les autres espèces du genre et
seulement une pour C. maculata.
Après alignement des séquences le premier constat est la conservation de la longueur de
la protéine. Chez E. gunnii, sur les huit séquences on retrouve celles correspondant aux parties
codantes des EguCBF1A-I, EguCBFA-II, EguCBF1A-V et EguCBF1A-VI, obtenus
précédemment en pleine longueur. Les séquences protéiques CBF isolées chez les autres espèces
se répartissent dans le Groupe 1A, mais avec des différences entre les deux séquences alignées
par espèce. La séquence du CBF1A de C. maculata est la plus distincte en acides aminés avec
peut-être un codon stop muté au niveau de l’amorce antisens (Fig. 26A).
La construction d’un arbre phylogénétique des séquences en acides aminés d’EguCBF1A
obtenues chez des espèces d’Eucalyptus et de Corymbia permet de répartir les différentes
séquences dans le Groupe 1A en les comparant aux six séquences précédemment isolées chez E.
gunnii (Fig. 26B). Les premières observations montrent que le CBF1A de C. maculata est le plus
éloigné phylogénétiquement de ceux des autres CBF. Le CBF le plus représenté au niveau des
séquences est CBF1A-II qui serait présent chez cinq espèces sur sept, soit E. gunnii, E. nitens, E.
pauciflora, E. urophylla et E. pellita. La séquence nucléotidique s’est révélée également la plus
polymorphe dans sa partie promotrice chez E. gunnii.
En conclusion, les parties codantes du CBF1A semblent conservées entre les espèces
d’Eucalyptus et de Corymbia. Cela signifie donc que les différences existeraient plutôt dans les
promoteurs des gènes CBF.
2.4.2. Amplification d’un gène entier
Avec comme point de départ, une séquence de CBF1a obtenue chez E. gunnii, une
amplification spécifique d’un allèle particulier a été réalisée à partir d’ADN génomique de
feuilles des espèces E. gunnii, E. nitens, E. camaldulensis et E. urophylla. La séquence amplifiée
est le CBF1a-IV d’E. gunnii. La partie amplifiée du CBF1a-IV correspond à une séquence
comprenant une partie du promoteur, la partie codante et une partie du 3’UTR. Les amorces sont
situées sur des zones polymorphes du CBF1a-IV (INDEL). La partie codante et le 3’UTR sont
très conservés entre les espèces. Seule la zone de la TATA Box du promoteur est variable avec
Figure 27 : Alignement en paires de bases de la partie promotrice d’une séquence CBF du Groupe
1A d’Eucalyptus gunnii, d’Eucalyptus nitens, d’Eucalyptus camaldulensis et d’Eucalyptus
urophylla
Le nom encadré en jaune représente la séquence CBF complète isolée chez Egu (Eucalyptus gunnii). L’autre séquence
CBF amplifiée chez Eucalyptus gunnii a été obtenue avec des amorces spécifiques de la séquence utilisées chez les
autres espèces. Les codes utilisés pour les autres espèces sont Eni (Eucalyptus nitens), Eca (Eucalyptus camaldulensis)
et Eur (Eucalyptus urophylla). Les deux derniers chiffres de chaque séquence correspondent au numéro de séquence
(colonie séquencée) pour une plante par espèce.
Partie codante
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des INDEL de longueur différente selon les espèces en comparaison avec la séquence connue
d’E. gunnii (Fig. 27). La séquence du CBF1a-IV obtenue à partir d’une plantule de semis d’E.
gunnii correspond bien à la séquence obtenue à partir des cellules sur le clone 870665. Des
insertions de 43 pb et 24 pb sont présentes respectivement chez E. camaldulensis et E. urophylla.
Une délétion de 17 pb est retrouvée chez E. nitens sur cette partie de séquence. La partie insérée
chez E. camaldulensis et E. urophylla contient un élément cis de facteur RAV1 supplémentaire
(séquence CAACA).
Ainsi, les séquences du même gène CBF amplifié sur des espèces différentes se
distinguent par leur partie promotrice autour de la TATA Box prédisant des régulations
différentes pour leur expression.
Pour conclure, les séquences protéiques des CBF du Groupe 1A isolées chez E. gunnii
sont conservées à l’intérieur du genre Eucalyptus mais aussi Corymbia et les différences
majeures semblent se situer dans la partie promotrice des séquences ADN impliquant de façon
prédictive des régulations différentes de ces gènes entre les espèces.
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3. Discussion
Le séquençage du génome entier d’Arabidopsis a permis l’isolement de plus de 1500
facteurs de transcription, soit près de 5 % des gènes (Riechmann et al., 2000 ; Riechmann et
Ratcliffe, 2000). Parmi eux, les gènes de la famille AP2 et plus particulièrement les CBF
constitue une famille multigénique de taille variable. Chez les plantes monocotylédones comme
l’orge et le blé, la famille compte jusqu’à 25 membres (Skinner et al., 2005 ; Badawi et al.,
2007) alors que chez les plantes dicotylédones la littérature fait état d’un maximum de six
séquences comme chez Arabidopsis et le peuplier (Haake et al., 2002 ; Benedict et al., 2006).
Chez l’Eucalyptus, une analyse par southern blot avec la séquence codante d’EguCBF1a comme
sonde a révélé qu’il existerait au moins quatre gènes CBF chez E. gunnii (El Kayal et al., 2006),
ce qui correspond aux quatre principaux groupes d’EguCBF1 isolés par l’équipe.
Les séquences CBF complètes sont intéressantes pour analyser la partie promotrice pour
la régulation, la partie codante pour la fonctionnalité et le 3’UTR pour désigner des amorces
spécifiques utiles pour les études d’expression par RT-PCR. La séquence complète du génome
de l’Eucalyptus n’étant pas disponible pour l’instant, le nombre exact de gènes CBF n’est pas
connu. Cependant, le séquençage de l’Eucalyptus (en cours) devrait apporter prochainement des
réponses sur la taille de la famille mutigénique CBF.
Chez l’Eucalyptus comme chez d’autres espèces ligneuses, le merisier (Kitashiba et al.,
2002), la vigne (Xiao et al., 2006) des séquences CBF tronquées ou dégénérées ont été isolées.
Les séquences dégénérées ne sont pas traduites en protéines et ne participent donc pas à la
réponse au froid. La présence des séquences incomplètes de CBF dans le génome des plantes
rend compte d’une évolution permanente des gènes CBF (par duplication et mutation) en
fonction de la pression sélective.
Les protéines CBF/DREB1 se caractérisent par un domaine AP2 de liaison à l’ADN
entouré de séquences signatures CBF (PKK/RPAGRxKFxETRHP et DSAWR) (Stockinger et
al., 1997 ; Jaglo et al., 2001). La partie COOH-terminale dont le PI est acide contient des
clusters d’acides aminés hydrophobes et a été décrite comme le domaine de transactivation
(Wang et al., 2005). Toutes les séquences CBF isolées chez E. gunnii et présentées dans ce
mémoire sont complètes et présentent toutes les caractéristiques décrites chez Arabidopsis pour
la partie codante.
Les gènes CBF sont très conservés entre les espèces et encore plus entre les membres
d’une même famille comme c’est le cas chez la vigne ou la séquence du CBF4 de V. vinifera est
à 99 % identique à celle de V. riparia (Xiao et al., 2008). Une étude des CBF du ray-grass a
montré que la plupart des CBF isolés chez cette espèce sont conservés entre les espèces des
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Poaceae et se répartissent en sous-groupes (Tamura et Yamada, 2007). L’isolement de séquences
de CBF du Groupe 1A sur quelques espèces des genres Eucalyptus et Corymbia montre
également une grande conservation des protéines CBF.
L’analyse bioinformatique sur la séquence en ADN de chaque gène permet
d’appréhender la fonctionnalité d’une protéine en la comparant avec des protéines similaires déjà
analysées ou modélisées, comme le domaine AP2 de la protéine AtERF1 chez Arabidopsis. La
structure des domaines AP2 doit contenir une hélice  et trois feuillets  pour être fonctionnelle
(Allen et al., 1998). Après modélisation, la structure 3D des domaines AP2 des EguCBF1A,
EguCBF1B, EguCBF1C et EguCBF1D présentent une hélice  et trois feuillets  assurant la
liaison avec l’ADN. De plus, il a été montré que les protéines CBF ne sont quasiment plus
actives si dans leur domaine AP2, les acides aminés en 14ème (V) et 19ème position (E) sont mutés
(Cao et al., 2001). Tous les CBF isolés chez E. gunnii possèdent ces acides aminés essentiels
pour la liaison à l’ADN, donc ils seraient capables de se lier à l’ADN des promoteurs des gènes
cibles. Les EguCBF1A, EguCBF1B et EguCBF1D ont des domaines AP2 très similaires. Par
contre EguCBF1C montre des différences de séquence qui ont un impact sur sa structure
tridimentionnelle et peut-être sur sa liaison avec l’ADN.
Toutefois plusieurs séquences peuvent exister pour chaque groupe de gènes. Par exemple
les gènes CBF1, 2 et 3 chez Arabidopsis sont des copies disposées en tandem sur le chromosome
4 (Gilmour et al., 1998) et les CBF1, 2 et 3 chez la tomate sont disposés de la même manière sur
le chromosome 3 et sont très proches phylogénétiquement (Zhang et al., 2004). Chez E. gunnii,
la présence de séquences CBF organisées en groupes lors des alignements de séquences trahit
également la présence de copies de gènes, car leur nombre est souvent supérieur à deux pour un
même génotype.
L’amplification spécifique d’une séquence EguCBF1a comprenant une partie promotrice,
la partie codante et une partie 3’UTR sur quatre espèces d’Eucalyptus a révélé une partie codante
et un 3’UTR très conservés entre les espèces, mais un polymorphisme d’insertion ou délétion
existe dans le promoteur au niveau de la TATA box. Chez deux espèces plutôt sensibles au froid
comme E. urophylla et E. camaldulensis, l’insertion ajoute un élément cis reconnu par les
facteurs de transcription RAV. Chez Arabidopsis, le facteur de transcription RAV1 peut se lier
sur une séquence bipartite avec B3 et le domaine AP2, sur respectivement les séquences cis
CACCTG et CAACA respectivement dans les promoteurs des gènes cibles (Kagaya et al.,
1999). Chez le soja, un gène RAV est induit avec les jours courts et un phénotype nain a été
observé par surexpression constitutive (Zhao et al., 2008).
Du point de vue expression, chez Arabidopsis, les CBF1, 2 et 3 répondent tous au stress
froid (Gilmour et al., 1998), mais les niveaux d’expression des CBF1 et 3 sont régulés
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différemment de ceux du CBF2 lors de l’acclimatation au froid (Novillo et al., 2007). Chez la
tomate, seulement le CBF1 est activé en réponse au froid et pas les CBF2 et 3 (Zhang et al.,
2004). La séquence promotrice est donc certainement essentielle dans l’évolution des CBF au
cours de l’adaptation. De la même façon, chez E. gunnii, les deux séquences CBF du groupe 1D
sont quasi identiques en acides aminés, mais EguCBF1d-II possède une insertion de 952 pb dans
son promoteur et une délétion de 290 pb dans sa partie 3’UTR.
Les éléments cis dans le promoteur du gène AtCBF2 d’Arabidopsis jouent un rôle
déterminant, par exemple les boîtes IV et VI contenant respectivement les éléments ICEr1 et
ICEr2 (induction of CBF expression region 1 et 2) permettent l’induction des CBF en réponse au
froid et à l’agitation mécanique (Zarka et al., 2003). Les quatre CBF isolés chez E. gunnii
possèdent de nombreuses insertions et délétions qui font varier le nombre d’éléments cis dans les
promoteurs. On peut donc aussi supposer que cela influence leur régulation.
Après avoir isolé de nombreuses séquences ou groupes de séquences CBF chez les
eucalyptus, il reste à rechercher les marqueurs moléculaires de la tolérance au froid parmi tous
ces polymorphismes. Pour cela, il est nécessaire de les caractériser d’abord pour leur expression
en réponse au froid sur des plantes phénotypées en tolérance au froid puis de rechercher la
corrélation avec les paramètres de tolérance au froid.
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1. Etude bibliographique : la tolérance au froid des plantes en milieu
naturel et les polymorphismes des gènes CBF
La répartition des plantes au sein d’une même espèce sur son aire naturelle est
dépendante des conditions climatiques et édaphiques. Les provenances représentent des plantes
issues d’une zone géographique sur l’aire d’origine de l’espèce et qui devraient être adaptées à
ces conditions particulières. L’adaptation au milieu naturel fait sans aucun doute intervenir de
multiples gènes, mais des polymorphismes de séquence sur quelques gènes majeurs impliqués
dans la tolérance au froid peuvent servir de marqueurs génétiques pour sélectionner des plantules
en fonction de leur identité génétique.
1.1. Variabilité naturelle dans la tolérance au froid
1.1.1. Chez Arabidopsis thaliana
La variabilité existe naturellement chez Arabidopsis pour différents caractères
(Koornneef et al., 2004) et un gradient latitudinal a été démontré comme influençant la longueur
des hypocotyles (Maloof et al., 2001) et le moment de la floraison (Stinchcombe et al., 2004).
Chez Arabidopsis thaliana, les basses températures apparaissent comme un paramètre de
l’habitat qui influence la structure génétique des populations locales à travers la sélection
naturelle (Hoffmann, 2002). Plus récemment, l’acclimatation de plantules d’Arabidopsis de neuf
provenances a montré des différences à la fois dans la tolérance intrinsèque avant acclimatation,
dans la tolérance totale après acclimatation et dans l’acclimatation. D’autre part les écotypes
ayant le plus d’amplitude dans l’expression globale des gènes ont les meilleures acclimatations.
L’expression des CBF1, 2 et 3 suit également cette tendance avec une augmentation de
l’expression pour les écotypes les plus tolérants au froid (Hannah et al., 2006). Chez A. thaliana,
la tolérance au gel sans acclimatation et en acclimatation est corrélée à la latitude des accessions
(Zhen et Ungerer, 2008a) et les polymorphismes des gènes CBF1-3 sont 2,8 fois plus nombreux
sur les séquences des accessions du sud moins tolérantes au froid en comparaison à celles des
accession du nord plus tolérantes indiquant une sélection moins importante du froid sur les gènes
CBF pour les accessions du sud pour cette espèce (Zhen et Ungerer, 2008b).
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1.1.2. Chez l’Eucalyptus
Chez E. gunnii, des différences de tolérance au froid existent au sein de l’espèce et se
répartissent selon des provenances aux caractéristiques différentes en Tasmanie. Des plantules
issues de semis de la sous espèce E. gunnii ssp. gunnii sont plus tolérantes au froid en milieu
naturel que celles de la sous espèce E. gunnii ssp. archeri. Les plantules des provenances de
Shannon Lagoon, de Pensford et de Snug Plains au sud ont des feuilles très glauques (E. gunnii
ssp. gunnii) alors que celles issues de populations d’altitude et au nord sont plutôt vertes et non
glauques (E. gunnii ssp. archeri). En Tasmanie, il existe donc un gradient au sein de l’espèce
entre les provenances du sud et celles du nord (Potts et Reid, 1985a). L’origine de cette variation
serait due plutôt due à l’effet génétique de la sous espèce plutôt qu’à un gradient altitudinal au
sein de chaque sous espèce, mais les populations du nord de la sous espèce E. gunnii ssp. gunnii
auraient pour origine l’extension des populations du sud à partir d’une zone refuge en période
glaciaire (Potts et Reid, 1985b). Au niveau génétique aucune étude n’a été réalisée pour corréler
la tolérance au froid des provenances d’E. gunnii avec le polymorphisme de gènes. Par contre
une étude sur 198 familles de cinq provenances d’E. nitens différentes significativement pour la
tolérance au gel (Raymond et al., 1992) a permis d’identifier deux QTL. Ceux-ci sont localisés
sur le même groupe de liaison et expliquent entre 7,7 % et 10,8 % de la variation phénotypique
pour la tolérance au froid (Byrne et al., 1997).
1.2. Les polymorphismes de gènes CBF impliqués dans la tolérance au
froid
1.2.1. Types de polymorphismes et marqueurs utilisables
Pour étudier des polymorphismes de gènes chez les eucalyptus, plusieurs types de
marqueurs sont utilisables. Précédemment, des marqueurs anonymes comme la RAPD ont été
largement utilisés pour la construction de cartes génétiques chez E. grandis et E. urophylla
(Grattapaglia et Sederoff, 1994 ; Verhaegen et al., 1997). Cependant, la technique RAPD qui
utilise des amorces PCR aléatoires très courtes est peu reproductible et elle a été utilisée en vain
sur E. globulus pour essayer de corréler la tolérance au froid et les polymorphismes détectés
(Fernandez et al., 2006).
Depuis quelques années, d’autres marqueurs tels que l’AFLP (Amplified Fragment
Length Polymorphism) et les microsatellites permettent d’obtenir des résultats plus fiables. La
technique AFLP correspond à une PCR réalisée à l’aide d’amorces aléatoires sur de l’ADN
digéré par des enzymes de restriction et auquel des adaptateurs sont rajoutés. Ce type de
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marqueur a été utilisé pour construire les cartes génétiques des espèces E. grandis, E. globulus et
E. tereticornis avec l’aide de croisements interspécifiques (Marques et al., 1998 ; Myburg et al.,
2003). Les marqueurs microsatellites ou SSR (Simple Sequence Repeat) correspondent à
l’amplification PCR de petites séquences répétées en tandem. Le nombre de répétitions dans le
microsatellite est variable et donc la taille des fragments amplifiés varient. Ils sont également
utilisés comme outil pour la construction de cartes génétiques chez E. grandis et E. urophylla
(Brondani et al., 1998). Les microsatellites sont transposables entre des espèces d’Eucalyptus
d’un même sous-genre, permettant de mieux exploiter les cartes déjà construites pour une espèce
donnée (Brondani et al., 2002).
Avec l’exploitation du séquençage automatique, les marqueurs SNP (Single Nucleotide
Polymorphism) constituent des marqueurs très précis pour une zone du génome donnée ou un
gène connu. Un SNP correspond à la variation d’un seul nucléotide dans une séquence, ce qui est
parfois suffisant pour changer la configuration d’une protéine en changeant un acide aminé ou
pour modifier la régulation d’un promoteur. Chez le riz, la substitution d’une asparagine par une
lysine dans une oxydase alternative est par exemple liée à un QTL de tolérance au froid (Abe et
al., 2002). Souvent les polymorphismes SNP peuvent être regroupés en haplotypes qui
correspondent aux différentes combinaisons des SNP placés sur les séquences.
1.2.2. Polymorphismes des gènes CBF reliés à la tolérance au froid
Une étude sur des plantules d’Arabidopsis a révélé que l’écotype Cvi moins tolérant au
froid que l’écotype Ler est différent sur le QTL FTQ4 comprenant les CBF1, 2 et 3. Les plantes
Cvi possèdent une délétion de 1630 pb dans le promoteur du CBF2 qui une fois complémentée
par transgénèse donne une tolérance au froid supérieure. L’absence dans le promoteur du CBF2
de la séquence cis ICEr1 permettant l’induction et certainement d’autres éléments régulateurs
expliquerait la faible induction de ce CBF par le froid chez cet écotype. Cette variation allélique
pourrait donc constituer la base moléculaire du QTL FTQ4 (Alonso-Blanco et al., 2005).
Chez les céréales, les corrélations entre expression, tolérance au froid et polymorphismes
CBF ont été très étudiées récemment. Les niveaux de transcrits du gène COR14b sont associés
au locus Fr-A2 chez Triticum monococcum (Vagujfalvi et al., 2003) et à l’accumulation de
protéine COR14b chez l’orge (Francia et al., 2004). Les analyses des loci Fr-A2 (blé) et Fr-H2
(orge) ont été compliquées par la présence de multiples gènes CBF chez le blé (Miller et al.,
2006) et l’orge (Francia et al., 2004 ; Skinner et al., 2006). Chez T. monococcum, l’expression
des CBF du cluster central du locus Fr-Am2 et également les niveaux de transcription des gènes
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COR14b et DHN5 est plus élevée chez les plants de blé ayant l’allèle G3116 plus tolérants au
froid que ceux ayant l’allèle DV92. Il s’avère que la protéine TmCBF12 de l’accession DV92 a
une délétion de cinq acides aminés dans le domaine AP2 qui empêche la fixation sur l’élément
DRE (Knox et al., 2008). Une cartographie plus fine du cluster HvCBF de l’orge sur le locus Fr-
H2 a montré qu’il existe sept sous-clusters correspondant à des gènes CBF (Francia et al., 2007).
Chez les ligneux des corrélations ont été observées entre réponse au froid et expression
de gènes cibles potentiels des CBF, principalement chez le peuplier (Benedict et al., 2006).
Cependant la corrélation directe entre expression CBF et une meilleure tolérance n’a pas été
montrée à ce jour et encore moins la présence de polymorphismes au sein des promoteurs ou des
parties codantes. Sachant la diversité des séquences CBF isolées chez E. gunnii, on peut
s’attendre à une variabilité dans les séquences ou dans l’expression chez cette espèce
naturellement tolérante au gel.
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2. Résultats
Des plantules et des arbres d’eucalyptus ont été phénotypés pour l’expression des gènes
CBF en condition standard ou après passage au froid. Les résultats ont été comparés aux données
de tolérance au froid et des polymorphismes de séquence ont été recherchés entre les individus.
2.1. Expression des gènes CBF après passage au froid de plantes
d’Eucalyptus
L’expression des gènes CBF a été comparée entre des plantes en conditions de culture
normale non acclimatée et des plantes ayant séjourné au froid, soit lors d’un passage direct au
froid (choc au froid) ou lors d’une descente progressive des températures (acclimatation). Trois
types de matériel végétal ont été testés : des plantules d’espèces différentes de même âge, des
plantules d’E. gunnii issues de différentes populations de Tasmanie ou bien des arbres au champ
correspondant à des clones issus de la sélection et plantés en France. Les données d’expression
sont présentées sous deux formes. D’abord le niveau d’induction du gène, couramment utilisé
dans les travaux précédents est basé sur la comparaison de l’essai et d’un témoin non exposé au
froid, valeurs normalisées avec un gène exprimé constitutivement (18 S). La deuxième méthode
de calcul de l’expression correspond au nombre de copies du transcrit par ng d’ADNc qui est
déduit d’une courbe étalon réalisée après amplification par RT-PCR des gènes préalablement
clonés (voir partie « Matériel et méthodes »). Ce nombre de transcrits est une mesure de
l’expression complémentaire du taux d’induction. Il permet d’évaluer le niveau constitutif
d’expression du gène mais surtout d’additionner les nombres de copies CBF des différents gènes
afin d’estimer le nombre total de copies CBF. Les amorces utilisées permettent d’amplifier au
moins un représentant des CBF des Groupes 1A, 1B, 1C et 1D, puisqu’une vérification par
clonage et séquençage des CBF amplifiés a été réalisée.
2.1.1. Expression chez des plantules de trois espèces d’Eucalyptus
L’expression des gènes CBF au froid en conditions de laboratoire de trois espèces
d’Eucalyptus de tolérance au froid contrastée a été évaluée. Des plantules d’E. gunnii (espèce
tolérante), d’E. gunnii  E. dalrympleana (hybride de tolérance intermédiaire) et d’E. urophylla
 E. grandis (hybride d’espèces sensibles) ont été soumises à des chocs au froid à différentes
températures pour comparer l’effet de l’intensité du froid sur l’expression CBF. Ensuite, les
plantules des espèces E. gunnii et E. urophylla  E. grandis ont été acclimatées à différents âges,
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Figure 28 : Expression en RT-PCR de 4 gènes CBF isolés chez Eucalyptus gunnii sur des feuilles
de plantules de 3 mois d’espèces d’Eucalyptus lors d’un passage direct au froid à l’obscurité
pendant 2 h après culture à 25 °C
Les barres d’erreur des histogrammes représentent  l’écart-type de la moyenne.
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soit 4, 6 et 8 mois afin d’étudier la variation de l’expression des gènes CBF avec le
développement des plantes.
2.1.1.1. Après choc au froid
Un échantillon de trois plantules par espèce âgées de 4 mois d’E. gunnii, E. gunnii  E.
dalrympleana et E. urophylla  E. grandis placées directement au froid pendant 2 h à l’obscurité
a permis de mesurer l’expression par RT-PCR de gènes CBF représentant les Groupes 1A, 1B,
1C et 1D.
Les résultats montrent que les CBF1a et CBF1c sont induits dès 12 °C chez E. gunnii et
E. urophylla  E. grandis sur les deux espèces testées à cette température, mais le maximum
d’induction est atteint à 4 °C pour E. urophylla  E. grandis (Fig. 28A). Le choc à 4 °C étant en
plus commun aux trois espèces il sera donc utilisé pour comparer les espèces et les CBF. A 4 °C,
le CBF1d est le seul CBF non induit chez E. urophylla  E. grandis. Le classement des CBF à la
température de 4 °C diffère selon l’espèce étudiée avec chez E. gunnii, CBF1d est plus exprimé à
cette température, alors que chez E. urophylla  E. grandis c’est CBF1a et chez E. gunnii  E.
dalrympleana c’est CBF1c.
En revanche, le nombre de copies de transcrits montre une expression CBF constitutive
d’autant plus forte que l’espèce est tolérante (Fig. 28B). Les CBF sont aussi très exprimés surtout
chez E. gunnii à 12 °C et 8 °C alors qu’à 4 °C, un maximum d’environ 2000 copies du total des
CBF est atteint chez les trois espèces traduisant sur ce point des différences minimes entre les
espèces. Par contre, à 4 °C, le ratio entre les différents CBF et la vitesse d’expression change
selon les espèces. Le CBF1a est exprimé chez E. urophylla  E. grandis avec 1633 copies, chez
E. gunnii  E. dalrympleana avec 608 copies et chez E. gunnii avec 87 copies. Les CBF1b,
CBF1c et CBF1d à 4 °C suivent une tendance inverse et sont plus exprimés chez E. gunnii, avec
820 copies pour le CBF1b, 502 copies pour le CBF1c et 762 copies pour le CBF1d. A 0 °C
l’expression totale est quasiment divisée par deux par rapport à 4 °C chez E. gunnii et E.
urophylla  E. grandis. Chez E. gunnii, la plupart des CBF sont exprimés avec des températures
supérieures à 4 °C alors que chez E. urophylla  E. grandis l’expression semble faible à 8 °C,
puis est multipliée par plus de 100 avec le passage direct à 4 °C.
Avec une chute brutale des températures, ces résultats montrent que le nombre de copies
total des CBF de feuilles de plantules d’E. gunnii, d’E. gunnii  E. dalrympleana et d’E.
urophylla  E. grandis sont corrélés avec la diminution des températures impliquant la mise en
place de la voie CBF aussi bien chez des espèces d’Eucalyptus tolérantes au froid comme E.
gunnii et des espèces sensibles comme E. urophylla  E. grandis. De façon surprenante, ces
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résultats ne montrent pas de différence dans l’intensité de l’expression au maximum chez les
deux espèces étudiées, par contre chez E. gunnii cette expression est très significative à toutes les
températures, y compris à température ambiante. De plus, les proportions de chaque CBF
semblent varier entre les espèces. Deux hypothèses peuvent être émises : soit certains CBF
d’Eucalyptus sont plus efficaces que d’autres pour leur impact sur la tolérance, soit la réponse
des CBF d’Eucalyptus dès les températures de 12 °C ajoutée à l’expression constitutive apporte
une protection permanente. Dans le premier cas, la différence entre les CBF se ferait au niveau
de la protéine, dans le second au niveau de la régulation. Cependant, étant donné la complexité
de la famille CBF chez l’Eucalyptus et la présence de différentes séquences CBF dans chacun
des quatre groupes, il faudrait avoir une vision complète de l’expression pour l’ensemble de la
famille afin de tirer des conclusions. De plus, les amorces utilisées désignées sur la séquence
chez E. gunnii sont supposées être optimales pour révéler l’expression dans cette espèce, mais
pas forcément pour les hybrides étudiés. Cette situation technique est sûrement favorable à E.
gunnii.
2.1.1.2. Après acclimatation
L’expression de gènes CBF des Groupes 1A et 1B est comparée chez E. gunnii et E.
urophylla  E. grandis au cours de l’acclimatation après 2 h à 8 °C (nuit) au premier pallier et
après 2 h à 4 °C (second pallier). D’après les travaux du groupe, CBF1b est le plus important des
CBF en nombre de copies dans le phénomène d’acclimatation, mais en induction CBF1a et
CBF1b présentent une réponse plus forte que CBF1c et CBF1d. Cette expérience a été
reconduite trois fois, à des âges différents des plantules : 4 mois (deux plantules par espèce), 6
mois (six plantules par espèce) et 8 mois (six plantules par espèce) afin de valider les résultats de
comparaison des deux espèces et d’appréhender l’effet du développement sur l’expression.
Le CBF1b est le gène le plus induit chez les deux espèces et le CBF1a est un peu induit
chez les plantules les plus jeunes, mais à un niveau beaucoup plus faible. L’induction la plus
forte du CBF1b est observée pour l’hybride E. urophylla  E. grandis (Fig. 29A).
Si on compare le nombre de copies CBF et le niveau d’induction CBF les valeurs maximales
sont en opposition (Fig. 29B). Le classement des espèces est inversé et E. gunnii a une
expression CBF supérieure à E. urophylla  E. grandis, ce qui est du au niveau constitutif des
CBF1a et CBF1b plus élevé pour E. gunnii. Ces résultats complètent les données obtenues avec
le choc au froid. Malgré une induction plus forte au froid chez l’espèce sensible, la quantité de
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transcrits CBF est toujours plus élevée dans l’espèce tolérante en raison d’un niveau constitutif
beaucoup plus élevé.
Le développement des plantules a également un effet sur l’expression CBF. D’abord,
l’induction des CBF au premier jour fait apparaître que seul le CBF1b est induit à tous les âges,
mais avec une induction plus forte à 4 mois par rapport à 6 mois et 8 mois chez les deux espèces.
D’autre part l’effet de l’âge est moins évident quand on considère le nombre de copies car
l’évolution de l’expression constitutive est globalement inversée par rapport à celle de
l’induction. Les résultats d’expression en nombre de copies montrent un léger effet de l’âge sur
l’expression CBF de base chez E. gunnii avec une expression plus élevée à 6 et 8 mois par
rapport à 4 mois et pas d’effet mesurable chez E. urophylla  E. grandis. Avec le passage au
froid, le nombre de copies de CBF1a et CBF1b est assez similaire de 4 à 8 mois autant chez E.
gunnii que chez E. urophylla  E. grandis à 8 °C ou 4 °C.
En résumé, les résultats plutôt surprenants en induction sont bien complétés par les
données exprimées en nombre de copies des CBF en condition témoin et avec froid. En
regardant de plus près les témoins à 22 °C en jour court, le nombre de copies des CBF1a et
CBF1b est bien supérieur chez E. gunnii que chez E. urophylla  E. grandis, ce qui est attendu
au vu de la meilleure tolérance d’E. gunnii. De plus, aux deux points d’acclimatation, le nombre
de copies du CBF1b est plus élevé chez E. gunnii par rapport à E. urophylla  E. grandis, qui
présente pourtant une induction plus forte. Enfin, l’âge des plantules semble peu influencer le
nombre de copies de CBF dans les conditions testées, alors que le niveau de tolérance évolue
dans le même sens. Soit cette évolution serait due à d’autres gènes CBF que CBF1a et CBF1b,
soit elle serait due à une variation d’expression dans d’autres conditions de froid. Ces résultats
confirment que le CBF1b est majoritairement exprimé en condition d’acclimatation et que le
CBF1a aurait un rôle moins important dans cette condition de froid. Ils confirment également
l’importance du premier pallier à 8 °C dans la mise en place de l’acclimatation puisque les
niveaux d’expression constatés sont toujours supérieurs à ceux de 4 °C (second pallier), quelque
soit l’âge des plantes.
2.1.2. Expression chez des plantules d’Eucalyptus gunnii de provenances
tasmaniennes
Les 14 plantules ou génotypes de Tasmanie phénotypées pour la tolérance au gel après
acclimatation ont également été phénotypées pour l’expression de gènes EguCBF1 des Groupes
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1A, 1B, 1C et 1D lors de chocs au froid ou au cours d’acclimatations à 5 mois et 9 mois. Les
résultats sont présentés en induction par rapport à un témoin à 22 °C 2 h obscurité (JL pour les
chocs au froid et JC pour les acclimatations) et en nombre de copies avec cumul des CBF pour
chaque plante.
2.1.2.1. Après choc au froid
Le passage direct des plantules à 4 °C permet d’observer une réponse au froid des gènes
EguCBF1. Si ce traitement ne correspond pas réellement à des conditions naturelles, il constitue
un mode de phénotypage couramment utilisée chez les plantes herbacées pour les études
d’expression des gènes qui répondent au froid.
- A 5 mois :
L’analyse du nombre de copies CBF en condition témoin à 22 °C permet de révéler une
expression constitutive très variable entre les individus (Fig. 30A).
Après 2 h à 4 °C à l’obscurité, tous les CBF sont induits sauf EguCBF1a sur deux plantes
de la population de Pine Tree Rivulet. Les niveaux d’induction de chaque CBF sont extrêmement
variables et parfois très élevés (jusqu’à 2151 pour EguCBF1a). Les inductions des EguCBF1a et
EguCBF1d sont les plus variables alors que celle des EguCBF1b et EguCBF1c sont plus
constantes mais aussi les plus faibles entre les plantules (Fig. 30B).
Avec le passage au froid, le seul individu (SL6-1) ayant des valeurs très élevées avec un
total de CBF pouvant atteindre plus de 50000 copies, présente des tolérances totales au froid les
plus élevées (Fig. 30C). En dehors de cet individu remarquable, les individus caractérisés par une
forte expression à 22 °C ne sont plus les mêmes à 4 °C, et on a même souvent un profil inversé.
A l’exception de SL6-1 et PTR107-6, on n’observe pas de corrélation entre le niveau total de
transcrits CBF et la tolérance totale. La corrélation entre expression totale CBF et tolérance au
froid n’est pas évidente dans la majorité des cas. A 4 °C, c’est EguCBF1a qui est le plus exprimé
chez les individus ayant un cumul de copies élevé alors qu’à 22 °C, c’est EguCBF1c qui est à la
fois majoritaire et très variable selon les génotypes. Après ce traitement, il semble y avoir une
assez bonne corrélation entre la tolérance intrinsèque et le niveau total d’expression CBF. Cette
corrélation est observée pour huit des 14 génotypes.
En conclusion sur ces mesures à 5 mois, les résultats suggèrent de façon très préliminaire
une corrélation entre l’expression des quatre CBF de façon constitutive ou après un choc à 4 °C
et la tolérance intrinsèque. Dans tous les cas, la tolérance après acclimatation parait moins bien
corrélée à l’expression CBF et l’acclimatation pas du tout. Enfin, il est vérifié ici comme observé
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pour les espèces que le nombre de transcrits CBF parait plus lié au niveau de tolérance que
l’induction lors d’un choc à 4 °C.
- A 9 mois :
En condition standard (22 °C) avant acclimatation, le cumul d’expression observé à 5
mois est dans la même échelle qu’à 9 mois, mais les valeurs maximales ne concernent pas les
mêmes individus (Fig. 31A).
L’induction des CBF à 4 °C est semblable à celle observée à 5 mois, mais elle est 10 fois
moins élevée pour EguCBF1a chez les individus ayant eu une très bonne induction à 5 mois. Les
EguCBF1b et EguCBF1c sont induits chez toutes les plantes alors que les EguCBF1a et
EguCBF1d ne sont pas induits chez quelques plantes et pour EguCBF1a on retrouve les deux
plantes de Pine Tree Rivulet sans induction à 5 mois et à 9 mois. Globalement le profil
d’expression change avec l’âge des plantes, la participation des quatre CBF est moins contrastée
entre les membres avec des maximums moins élevés. Cette variation d’intensité est moins nette
quand on évalue l’expression par le nombre de transcrits (Fig. 31B).
Le calcul du nombre de copies met donc en évidence un niveau d’expression à 4 °C
globalement plus faible à 9 mois par rapport à 5 mois (Fig. 31C), le maximum de copies pour
une plante donnée ne dépassant pas 20000. C’est EguCBF1c qui est le CBF le plus représenté
dans le cumul des CBF chez les plantes ayant le plus de copies. Les plantes qui ont de
nombreuses copies d’EguCBF1a à 5 mois ont encore des valeurs élevées pour ce CBF à 9 mois,
par exemple celles des provenances de Shannon Lagoon et de Snug Plains ont des tolérances
intrinsèques les plus élevées à cet âge.
En résumé, à 9 mois on constate une diminution drastique du nombre de copies
d’EguCBF1a avec 4 °C associée à une redistribution des CBF avec une plus grande prévalence
d’EguCBF1c. La correspondance entre niveau d’expression et tolérance intrinsèque au froid est
encore moins évidente ici qu’à 5 mois, peut-être en raison d’un stress hydrique que semblent
avoir subi ces plantes et qui aurait interféré avec la mesure. Ce phénomène semble confirmé par
l’expression toujours plus forte d’EguCBF1c qui est connu d’après les travaux de l’équipe pour
être le moins spécifique dans la réponse aux stress.
Le développement et l’âge des plantules ont probablement un effet sur l’induction des
gènes CBF, comme évoqué avec les chocs au froid à 5 mois et à 9 mois sur des plantules d’E.
gunnii.
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2.1.2.2. Expression en fonction des organes
Nous avons également étudié la répartition de l’expression dans les plantules au niveau
tissulaire. Pour une même plantule de 13 mois issue de semis d’E. gunnii provenant de Pine Tree
Rivulet, l’expression de quatre EguCBF1 a été mesurée dans les racines, la tige, les feuilles
jeunes et les feuilles âgées après passage à 4 °C en comparaison à un témoin à 22 °C.
En condition témoin, seules les racines ont peu de copies de tous les CBF testés et les
EguCBF1b et EguCBF1c sont les plus exprimés dans les autres organes (Fig. 32A).
Les gènes CBF sont peu induits à 4 °C, mais au moins un CBF est induit dans tous les
organes (Fig. 32B). EguCBF1d est le plus exprimé dans les tiges et les EguCBF1b et EguCBF1c
ont des inductions supérieures à 20, dans les feuilles âgées. Si on compare les organes,
quasiment tous les CBF sont plus induits dans les feuilles âgées que dans les feuilles jeunes. Par
contre entre les racines et les tiges, les EguCBF1b et EguCBF1d sont plus induits dans les tiges,
mais les EguCBF1a et EguCBF1c sont plus induits dans les racines. Les niveaux étant très
faibles dans les racines, ces résultats dans ces organes donnent juste une tendance. Avec la
température de 4 °C, les racines et les feuilles jeunes ont peu de transcrits CBF alors que la tige
et les feuilles âgées produisent de nombreuses copies des EguCBF1b, EguCBF1c et EguCBF1d
(Fig. 32C). A part pour les racines, les profils CBF en expression constitutive sont assez
comparables, l’induction par contre est différente selon le gène et l’organe.
Ces expériences démontrent donc une forte expression des quatre gènes EguCBF1 étudiés
dans les tiges par rapport aux racines et dans les feuilles âgées par rapport aux feuilles jeunes,
mais ces résultats sont à prendre avec beaucoup de précaution car la plante utilisée est âgée de 13
mois et l’expression des CBF en réponse à un choc au froid à 4 °C a certainement décliné par
rapport à des plantules plus jeunes issues de la même provenance déjà testées en expression.
2.1.2.3. Après acclimatation
Afin d’évaluer l’expression des CBF, il est nécessaire de la mesurer en condition
d’acclimatation avec une diminution progressive des températures proches des conditions
naturelles et comparer l’intensité de la réponse des CBF sur des plantules à deux âges différents.
- A 5 mois :
Avant acclimatation, le nombre de copies des transcrits CBF après 2 h à 22 °C en jour
court fait apparaître un total très souvent supérieur à 500 copies avec une grande proportion de
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transcrits du gène EguCBF1b chez tous les individus sauf dans quelques plantules des
provenances de Pensford et Snug Plains où EguCBF1d est le plus représenté (Fig. 33A).
Quand on considère les inductions, au premier jour de l’acclimatation, après 2 h à 8 °C à
l’obscurité en comparaison au témoin à 22 °C 2 h (JC), les inductions des EguCBF1a,
EguCBF1b et EguCBF1d sont nulles ou très faibles avec des valeurs le plus souvent inférieures à
10 (Fig. 33B). Seul EguCBF1b est induit chez toutes les plantules mais les valeurs restent faibles
avec un maximum à 34.
Quand on regarde le nombre de copies après passage à 8 °C, c’est pratiquement
EguCBF1b qui représente la quasi totalité des copies CBF des plantules. Les cumuls de copies
sont variables selon les individus et les plantes ayant des valeurs très élevées ne sont pas les
mêmes que celles qui avaient des valeurs élevées pour les chocs au froid. Par contre les deux
plantules de provenances différentes (PTR107-16 et SL6-3) ayant les meilleures acclimatations
ont de forts taux d’EguCBF1b dès le premier jour d’acclimatation (Fig. 33C). Malheureusement,
la corrélation est beaucoup moins nette pour les autres génotypes.
Pour conclure, l’expression des quatre EguCBF1 en températures fraîches lors du premier
jour d’acclimatation est représentée majoritairement par l’expression d’EguCBF1b variable selon
les génotypes, ce qui confirme les résultats antérieurs sur les boutures.
- A 9 mois :
Le total des copies des CBF montre une diminution globale de l’expression constitutive
par rapport à 5 mois. EguCBF1b est toujours représenté de façon majoritaire dans les témoins à
22 °C, mais avec une légère diminution par rapport à 5 mois alors que la proportion d’EguCBF1c
augmente. Par contre EguCBF1d semble moins bien représenté chez les plantes qui avaient
beaucoup de copies à 5 mois en particulier SP4103-4, mais il est tout de même exprimé (Fig.
34A).
L’induction des CBF à 8 °C 2 h le premier jour est similaire celle de l’acclimatation à 5
mois, avec des EguCBF1a, EguCBF1c et EguCBF1d pas ou peu induits et EguCBF1b induit de
façon variable selon les plantules (Fig. 34B). L’individu le plus remarquable SL6-3 présente une
très forte expression d’EguCBF1b à 5 et 9 mois.
Concernant le nombre de copies après 2 h à 8 °C, il augmente globalement par rapport à 5
mois. EguCBF1b représente à lui seul l’ensemble des copies des CBF étudiés avec des variations
entre les individus assez similaires à l’acclimatation à 5 mois. Cependant peu de corrélations sont
décelables entre ce nombre de copies et les tolérances au froid (Fig. 34C).
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En résumé, à 9 mois l’expression constitutive diminue par rapport à 5 mois alors que
l’expression au cours de l’acclimatation augmente. L’importance de la réponse d’EguCBF1b en
acclimatation est confirmée et le niveau d’expression est comparable à celui observé en choc au
froid à 4 °C. Cependant, les plantules ayant de bonnes acclimatations à 9 mois n’ont pas la
meilleure expression CBF en acclimatation après passage au froid.
2.1.3. Expression chez des arbres d’Eucalyptus gunnii plantés en France
Afin de comparer les résultats obtenus en acclimatation au laboratoire avec des
observations d’arbres dans la nature, plusieurs tests de tolérance au froid ont été réalisés sur des
feuilles d’arbres âgés de 10 ans de trois clones différents d’E. gunnii cultivés en plein champ à
Poucharramet (31). En parallèle, l’expression des gènes CBF a été mesurée sur des feuilles
prélevées en condition acclimatée et non acclimatée sur les mêmes arbres pour comparer
l’expression CBF et la réponse au froid.
2.1.3.1. Mesures de la tolérance au gel sur des clones
L’objectif de ce travail est de regarder la variabilité de la tolérance au froid de clones d’E.
gunnii sélectionnés et connus pour leur survie dans la nature à la fin de l’hiver. Au champ des
clones ont été plantés à Poucharramet (31) dans des parcelles contenant plusieurs individus de
chaque clone au même âge. Les trois clones sont phénotypiquement différents à l’âge adulte. Les
arbres du clone 870634 ont des troncs peu rectilignes et des branches basses. Les arbres du clone
931043 ont des troncs bien conformés. Enfin, les arbres du clone 941202 possèdent des troncs
d’un diamètre important et bien rectiligne. D’après les relevés météorologiques, on attend que les
arbres des clones d’E. gunnii soient acclimatés en Février et non acclimatés en Octobre. Sur les
arbres âgés de 10 ans, des feuilles ont été prélevées (3 arbres par clone) et la survie au froid
présentée correspond à la moyenne des trois arbres (Fig. 35). Le test au froid correspond à un
refroidissement à la vitesse de 2 °C /h aux températures de -10 °C, -16 °C et -20 °C pour les
arbres acclimatés (Fig. 36A) et -16 °C et -18 °C pour les arbres non acclimatés (Fig. 36B).
Le gain moyen de survie au gel après acclimatation est supérieur à 20 % à la température
de -16 °C. Les clones qui ont les meilleures tolérances intrinsèques et tolérance totale après
acclimatation sont dans l’ordre décroissant : 870634, 931043 et 941202. Le classement est en
conformité avec les notations visuelles réalisées par l’AFOCEL lors de la sélection de ces clones
pour leur tolérance au froid. En condition acclimatée, les différences de viabilité entre les clones
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Figure 37 : Expression en RT-PCR Quantitative de 4 gènes CBF isolés chez Eucalyptus gunnii sur
des feuilles d’arbres de clones d’Eucalyptus gunnii récoltées au champs avec ou sans acclimatation
Les barres d’erreur des histogrammes représentent  l’écart-type de la moyenne.
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sont significatives à -16 °C et -18 °C alors qu’en condition non acclimatée, les différences sont
significatives à -16 °C (Annexe 1).
Pour conclure, en condition naturelle les arbres adultes d’E. gunnii issus de la sélection
ont une bonne tolérance au gel qui augmente après acclimatation. Bien que le classement des
trois clones soit conforme aux observations visuelles, ils ne se distinguent pas beaucoup dans nos
conditions de test pour leur tolérance au froid avec ou sans acclimatation. Ces différences entre
clones pourraient certainement être augmentées par utilisation de conditions plus discriminantes
du test. De toute façon, ces résultats mettent en évidence comme attendu un faible niveau de
variabilité dans la tolérance au froid sur des arbres adultes déjà sélectionnés.
2.1.3.2. Mesure de l’expression CBF chez des clones
Des feuilles adultes de trois arbres des trois clones d’E. gunnii ont été prélevées en
automne le 11/10/2006 avant acclimatation (condition témoin), puis sur deux journées d’hiver
avec des amplitudes thermiques différentes. Le 01/03/2006 l’amplitude thermique journalière
était de 6 °C (minimum 3 °C, maximum 9 °C) alors que le 14/03/2006 elle était de 17 °C
(minimum -5 °C, maximum 12 °C). Les niveaux d’expression des EguCBF1a et EguCBF1b ont
été mesurés par RT-PCR dans les feuilles acclimatées et non acclimatées. Les niveaux
d’induction CBF montrent que les CBF sont très peu induits par rapport au témoin chez les trois
clones, sauf pour EguCBF1a à -5 °C dans le clone 941202. Ce résultat est en accord avec la
meilleure réponse de ce gène vis-à-vis de chocs de froid intense par rapport aux trois autres
EguCBF1 (Fig. 37A). Si on compare en terme de nombre de copies, c’est presque uniquement
EguCBF1b qui est représenté. On observe toujours une expression constitutive qui comme dans
la comparaison entre espèces influence beaucoup le niveau d’expression au froid. Le maximum
de copies CBF est atteint pour la température de -5 °C qui est la plus froide avec une amplitude
thermique très importante dans la journée (Fig. 37B).
Sur la base de l’induction et du nombre de copies CBF, les trois clones peuvent être
comparés sur cette expérience. D’abord, au niveau d’EguCBF1a, l’induction et le nombre de
copies sont plus élevés chez le clone 941202 le moins tolérant au froid, mais les niveaux sont
très faibles et inférieurs à 500 copies. Par contre, le nombre de copies de transcrits d’EguCBF1b
suit globalement l’échelle de tolérance au froid, particulièrement à -5 °C qui correspond à
l’expression la plus forte. Pour les clones 870634 et 931043, EguCBF1b prédomine en
expression et les profils en nombre de copies sont assez similaires avec l’induction. Par contre, le
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clone 941202 exprime plus EguCBF1a et moins EguCBF1b à -5 °C qui ressemblerait plutôt à un
choc au froid pour ce clone plus sensible.
De façon globale, le niveau d’expression des deux EguCBF1 étudiés est pour tous les
points sauf à 9 °C en accord avec le classement de tolérance des trois clones. EguCBF1b est
largement majoritaire dans ce total. L’expression des EguCBF1c et EguCBF1d a également été
étudiée sur les mêmes extraits. EguCBF1d est le CBF le plus induit chez le clone 941202, mais il
influence peu le total de copies de CBF de ce clone. EguCBF1c est très légèrement induit, mais
influence également peu le cumul des CBF. Ceci laisse d’ores et déjà présager d’une importance
de l’expression d’EguCBF1b dans la variabilité de la tolérance au froid.
En conclusion, après passage au froid soit brutalement après un choc au froid ou plus
naturellement en acclimatation les gènes CBF sont très exprimés chez les plantules d’espèces
différentes, chez des plantules de provenances d’E. gunnii et chez des arbres adultes d’E. gunnii.
En choc au froid, EguCBF1a est très exprimé dans les tiges et les feuilles âgées des jeunes
plantules alors qu’en acclimatation EguCBF1b s’exprime très fortement dès le passage au froid.
2.2. Analyse en composante principale des variables de tolérance au
froid et d’expression CBF à 5 mois
2.2.1. Choix des variables analysées
Une analyse en composante principale (ACP) sur les variables mesurées à 5 mois sur les
14 plantules d’E. gunnii de Tasmanie ont dégagé des axes représentant le maximum de variance.
Les données de chaque âge sont analysées indépendamment sur les 14 génotypes. Pour les
analyses, seules les variables ayant des corrélations les plus éloignées du centre (0) sont retenues
pour les analyses, soit 19 variables et les autres sont éliminées. Par conséquent, les variables de
phénotypage qui n’étaient pas assez bien représentées sur les axes choisis pour le maximum de
variance ont été éliminées. Il s’agit du nombre de feuilles, des TI (tolérance intrinsèque), TT
(tolérance totale) et A (acclimatation) avec -6,5 °C et de certaines variables d’expression dont
toutes celles d’EguCBF1c en choc au froid ou en acclimatation. Il reste donc sept variables de
tolérance (TI, TT et A), deux variables de développement (hauteur de l’axe principal et nombre
de branches) et dix variables d’expression CBF (choc au froid et acclimatation pour EguCBF1a,
b et d).
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Développement
HAUT Hauteur en cm
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Tolérance au froid
TI.0J Tolérance intrinsèque avant acclimatation 0 J, -6 °C (JC)
TT.10J Tolérance totale acclimatation 10 J, -6 °C (JC)
TT.20J Tolérance totale acclimatation 20 J, -6 °C (JC)
TT.30J Tolérance totale acclimatation 30 J, -6 °C (JC)
A.4J Acclimatation 4 J, -6 °C (JC)
A.20J Acclimatation 20 J, -6 °C (JC)
A.30J Acclimatation 30 J, -6 °C (JC)
Expression CBF
N.CF2.1a Nombre de copies choc au froid 4 °C 2 h CBF1a (JL)
I.CF2.1a Induction choc au froid 4 °C 2 h CBF1a (JL)
N.CF0.1b Nombre de copies choc au froid Témoin 22 °C 2 h CBF1b (JL)
N.CF2.1b Nombre de copies choc au froid 4 °C 2 h CBF1b (JL)
I.CF2.1b Induction choc au froid 4 °C 2 h CBF1b (JL)
N.AC1J.1b Nombre de copies acclimatation 1 J 8 °C 2 h CBF1b (JC)
I.AC1J.1b Induction acclimatation 1 J 8 °C 2 h CBF1b (JC)
N.CF2.1d Nombre de copies choc au froid 4 °C 2 h CBF1d (JL)
N.AC0J.1d Nombre de copies acclimatation Témoin 0 J 22 °C 2 h CBF1d (JC)iagrammes des variables mesurées et des individus après analyse ACP à 5 mois sur
s de descendances naturelles d’Eucalyptus gunnii de Tasmanie
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2.2.2. Corrélations obtenues après analyse
A 5 mois, le diagramme des composantes se répartit sur deux axes représentant 33,1 % de
variance pour l’axe 1 et 18,1 % pour l’axe 2 (Fig. 38A). Le nuage de points se divise en deux
groupes corrélés négativement par rapport à la composante 1. Le premier groupe contient surtout
les variables de hauteur des plantes, de tolérance intrinsèque et de tolérance totale après
acclimatation avec des corrélations proches de 1 sur l’axe 1. Le deuxième groupe contient les
tolérances en acclimatation à 4 jours, 20 jours et 30 jours avec un gel à -6 °C et le nombre de
copies d’EguCBF1b à 1 J 8 °C 2 h en acclimatation.
Les valeurs du diagramme des individus se répartissent principalement selon l’axe 1 qui
représente surtout la tolérance intrinsèque au froid (les plantes les plus tolérantes au gel étant
réparties sur les valeurs positives de l’axe 1). L’axe 2 s’identifie par la tolérance en acclimatation
(Fig. 38B).
En conclusion, l’ACP des variables mesurées à 5 mois permet de dissocier en deux
groupes la tolérance intrinsèque et l’acclimatation. Le nombre de copies d’EguCBF1b à 8 °C en
acclimatation parait lié à l’acclimatation des plantules alors que l’expression des EguCBF1a et
surtout EguCBF1b après un choc à 4 °C parait plus corrélée à la tolérance intrinsèque ou totale.
En conclusion, EguCBF1c n’apparaît pas associé aux autres variables testées. Dans les
données d’expression corrélées à la tolérance, une tendance se dégage pour associer l’expression
d’EguCBF1a avec la tolérance intrinsèque et peut-être celle d’EguCBF1b avec certaines
composantes de l’acclimatation. Si on considère le diagramme des individus, l’axe 1 semble
représenter la tolérance intrinsèque et l’axe 2 l’acclimatation. Les autres données d’expression
(choc au froid exprimé en induction ou nombre de copies) semblent plus déterminantes pour la
tolérance intrinsèque que pour l’acclimatation. Cependant les données d’expression en terme de
cumul de copies des quatre EguCBF1 n’ont pas été prises en compte dans ce type d’analyses.
Figure 39 : Schéma des principaux polymorphismes ADN rencontrés sur des séquences
d’EguCBF1a amplifiés sur ADN génomique de 14 plantules de descendances naturelles
d’Eucalyptus gunnii
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CBF1a-III A A T A A C T T C G A G - T G A T T C C G T T ACGC GCTC C - G A G
PTR104-1(01) A A T A A C T T C G A G - T G A T T C C G T T ACGC GCTC C - G A G
PTR104-2(01) A A T A A C T T C G A G - T G A T T C C G T T ACGC GCTC C - G A G
PTR104-2(02) A A T A A C T T C G A G - T G A T T C C G T T ACGC GCTC C - G A G
PTR107-2(01) A A T A A C T T C G A G - T G A T T C C G T T ACGC GCTC C - G A G (1620)T>C
PTR107-12(01) A A T A A C T T C G A G - T G A T T C C G T T ACGC GCTC C - G A G
Pen4-1(01) A A T A A C T T C G A G - T G A T T C C G T T ACGC GCTC C - G A G
PTR104-1(02) G G G G G T G A G A G A A C A G G C T T T C G - - G - A G A
PTR104-4(01) G G G G G T G A G A G A A C A G G C T T T C G - - G - A G A
PTR104-4(02) G G G G G T G A G A G A A C A G G C T T T C G - - G - A G A
PTR107-6(01) G G G G G T G A G A G A A C A G G C T T T C G - - G - A G A
PTR107-12(02) G G G G G T G A G A G A A C A G G C T T T C G - - G - A G A
PTR107-16(01) G G G G G T G A G A G A A C A G G C T T T C G - - G - A G A (2281)A>G
PTR107-16(02) G G G G G T G A G A G A A C A G G C T T T C G - - G - A G A
PTR108-6(01) G G G G G T G A G A G A A C A G G C T T T C G - - G - A G A
PTR108-6(02) G G G G G T G A G A C A A C A G G C T T T C G - - G - A G A
SL6-1(01) G G G G G T G A G A G A A C A G G C T T T C G - - G - A G A
SL6-1(02) G G G G G T G A G A G A A C A G G C T T T C G - - G - A G A
SL6-3(01) G G G G G T G A G A G A A C A G G C T T T C G - - G - A G A
SL6-3(02) G G G G G T G A G A G A A C A G G C T T T C G - - G - A G A
PTR107-2(02) G G G G G T G A G A G A - C A G G C T T T C G - - G - A A G
PTR107-6(02) A G G G G C G A G A G A A C A G G A C C T T T - - C - G A G
SP4103-4(01) A G G G G C G A G A G A - C A G G A C C T T T - - C - G A G (1834)insA
Pen4-1(02) A A T G G T G A G A G A A C A G G C T T T C G - - G - A G A (1748)delC, (2279)T>C
Pen4-2(01) A A T A A C G A G A G A - C A G G C C C G T T ACGC - C TA G A G
Pen4-2(02) A A T A A C G A G A G A - C A G G C C C G T T ACGC GCTC C - G A G
SP4103-4(02) A A T A A C G A G A G A - C A G G C C C T T T ACGC GCTC C - G A G (1916)delG, (2279)T>C
SP4103-12(01) A G G G G C G A G A G A A C A G G A C C T T G ACGC - C - G G - (2073)del135
SP4103-12(02) A G G G G C G A G A G A A C A G G A C C T T G ACGC - C - G A A
CBF1a-IV A G G G A C G A G A G A - C A G G C C C T C G ACGC - C - G G A
5’CBF1a-III
1618 pb 663pb 177 pb
3’
Survie au gel moyenne en % à -6 °C
estimée par la mesure de la conductivité
(1 répétition)
TI à 0 J
TT à 30 J
A à 30 J
Tolérance au gel
Promoteur
Partie codante
3’UTR
Insertion
Délétion
SNP
Polymorphismes
H1
H2
H4
H5
H6
Haplotypes
H3
H7
H9
H10
H11
H12
H8
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2.3. Recherche de polymorphismes de séquences des gènes CBF sur des
plantules d’Eucalyptus gunnii
Sur les 14 génotypes d’E. gunnii au stade plantule qui ont été phénotypées et dont
l’expression de quatre gènes CBF a été mesurée, nous avons recherché des polymorphimes ADN
sur la totalité de la séquence d’un CBF précédemment isolé. Le but de cette étude est d’identifier
des différences dans les séquences ADN et de les regrouper en haplotypes. Les polymorphismes
liés à la tolérance sont susceptibles d’être des marqueurs moléculaires qui devront être validés
sur un échantillonnage plus grand.
2.3.1. Choix du membre CBF dans la famille EguCBF1
Nous avons choisi de débuter cette analyse sur EguCBF1a, les trois autres CBF seront
étudiés ultérieurement. Le gène EguCBF1a présent chez les six espèces d’Eucalyptus et une
espèce de Corymbia est induit fortement par le froid chez plusieurs espèces d’Eucalyptus. C’est
également le premier CBF isolé par l’équipe et donc le plus étudié par rapport aux autres
membres isolés. Les CBF du Groupe 1A étant peu polymorphes entre les séquences, les amorces
de PCR sont choisies sur la séquence EguCBF1a-I afin d’amplifier la totalité du gène (promoteur
+ partie codante + 3’UTR) (Annexe 5). La première amplification est d’abord réalisée sur l’ADN
du clone E. gunnii 870665 précédemment utilisé pour l’isolement des principaux CBF.
En résumé, vu la complexité de la voie CBF chez l’Eucalyptus seulement des membres
du Groupe 1A ont été choisis afin d’essayer d’obtenir une seule amplification et une seule
séquence pouvant contenir des polymorphismes. La partie amplifiée d’environ 2450 pb
correspond presque à la totalité de la séquence isolée.
2.3.2. Amplification par PCR sur ADN génomique de 14 génotypes
La recherche de polymorphisme sur les CBF du Groupe 1A se résume en une
amplification PCR réalisée sur ADN génomique des 14 plantules d’E. gunnii issues de Tasmanie
phénotypées pour leur tolérance au gel et leur expression CBF. Ensuite le produit PCR est cloné
et seulement deux colonies positives sont séquencées dans le brin sens par génotype. Un
alignement des 28 séquences ainsi obtenues permet de comparer les différentes séquences et de
dégager les principaux polymorphismes (insertions, délétions et SNP). Afin de distinguer les
erreurs de séquençage avec des SNP, uniquement les changements de bases présents sur
plusieurs individus sont conservés après alignement et ainsi en résumant la séquence uniquement
sur ces variations, des haplotypes ont été identifiés (Fig. 39).
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Pour conclure, l’amplification PCR de CBF du Groupe 1A donne des produits PCR de
taille presque identique qu’il est nécessaire de séparer par clonage et séquençage.
Malheureusement, le nombre de séquences différentes obtenues sur les cultures cellulaires d’E.
gunnii en provenance d’un seul clone fait craindre des copies de plusieurs gènes presque
identiques et donc multipliant les allèles. Par conséquent, le séquençage de deux colonies est
insuffisant pour décrire la composition d’un génotype en EguCBF1a. Cette démarche est donc
sûrement incomplète, mais illustre bien la complexité de la recherche de polymorphismes sur
cette famille de gènes.
2.3.3. Polymorphismes de séquences
Les polymorphismes des 28 séquences d’EguCBF1a se répartissent en catégories de
polymorphismes ou en haplotypes représentant des combinaisons possibles des polymorphismes.
- Caractérisation des polymorphismes
Le principal polymorphisme observé correspond à une délétion de 135 pb dans la partie
COOH-terminale de la partie codante d’un EguCBF1a chez la plantule SP4103-12 de Snug
Plains. Ce polymorphisme semble si important que cette séquence a été renommée EguCBF1a-
VI (Fig. 25A). En excluant ce polymorphisme, une trentaine de variations sont observées avec
principalement 26 SNP et 4 INDELS. D’autres polymorphismes sont observés sur quelques
séquences qui font directement varier la partie codante avec des décalages de phase de lecture ou
des changements de bases sur les codons initiation ou stop, ce qui modifie la protéine. Les
polymorphismes sur les codons initiation et stop ne sont pas pris en considération, également non
confirmés par un second séquençage sauf pour la délétion de 135 pb en partie codante.
- Reconstitution d’haplotypes
En alignant les 30 principaux polymorphismes des 28 séquences ADN d’EguCBF1a-III
des 14 plantules, 11 haplotypes sont obtenus (H1 à H11). Un douzième haplotype H12
correspondant à une séquence supplémentaire a été obtenu sur la même amplification ADN de
cultures cellulaires d’E. gunnii. Les haplotypes ont été mis en regard avec les données de
tolérance au gel de -6 °C au cours de l’acclimatation à 5 mois (Fig. 39).
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Les haplotypes H1 et H2 sont les plus fréquents. H1 représente six séquences et
correspond à la séquence d’EguCBF1a-III isolé chez les cultures cellulaires du clone 870665.
Les plantules ayant cette séquence présentent une tolérance intrinsèque au froid très faible.
L’haplotype H2 le plus fréquent avec 13 séquences est présent dans les descendances PTR et SL,
qui à part SL6-1, paraissent avoir la plus grande tolérance en acclimatation avec une tolérance
intrinsèque faible.
Les autres haplotypes sont peu fréquents avec une à deux séquences représentant des
descendances particulières. La plante Pen4-2 correspondant à l’haplotype H5 se caractérise par
une insertion TA supplémentaire dans la TATA box et cette plante a une très bonne tolérance
après acclimatation. La plante la plus tolérante au froid au niveau intrinsèque est SP4103-12
possédant les haplotypes H10 et H11 incluant dans une des deux séquences la délétion de 135 pb
pour l’haplotype H11. Sur cet individu, on ne peut pas savoir si c’est la séquence longue ou
courte qui est corrélée avec une meilleure tolérance au froid sachant que les versions longues ou
courtes sont retrouvées dans la même plante. Les haplotypes H10 et H11 semblent très
prometteurs car ils correspondent à l’individu SP4103-12 remarquable par sa tolérance
intrinsèque très forte et son expression des EguCBF1.
En résumé, la reconstitution d’haplotypes à partir des séquences permet de donner une
idée sur les types de séquences rencontrées en fonction de la tolérance des plantes. Ce résultat
préliminaire prend en compte seulement une partie des séquences CBF du Groupe 1A et ne peut
donc illustrer un niveau de tolérance sous la dépendance de la famille entière des EguCBF1. Il
donne cependant une vision du faible polymorphisme des séquences des EguCBF1a amplifiés
sur des plantules issues de provenances différentes restant toutefois assez faible avec seulement
une trentaine de zones polymorphes sur plus de 2450 pb qui est en accord avec un faible
polymorphisme des EguCBF1a chez les différentes espèces.
En conclusion, l’amplification des séquences des CBF du Groupe 1A amplifiées sur ADN
génomique de 14 plantules de provenances de Tasmanie génère au moins 11 haplotypes
différents. Ce résultat valide aussi l’hypothèse qu’à l’intérieur de chaque groupe CBF, il existe
plusieurs copies de gènes très proches phylogénétiquement. C’est pourquoi aussi il est difficile
d’attribuer un polymorphisme d’un CBF sur la tolérance au gel sachant que plusieurs copies
existent dans le génome d’E. gunnii.
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3. Discussion
La voie CBF est conservée chez de nombreuses espèces végétales. Les gènes
CBF/DREB1 répondent en général au stress froid chez les plantes qui s’acclimatent ou non au
froid comme démontré chez de nombreuses espèces monocotylédones comme le blé, l’orge
(Choi et al., 2002 ; Xue, 2003), le ray-grass (Xiong et Fei, 2006), le riz (Dubouzet et al., 2003),
le maïs (Qin et al., 2004) ou dicotylédones comme le colza (Gao et al., 2002) ou la tomate (Jaglo
et al., 2001). De la même façon, les résultats montrent que les gènes EguCBF1a, EguCBF1b,
EguCBF1c et EguCBF1d isolés chez E. gunnii répondent fortement aux chocs au froid chez E.
gunnii et E. gunnii  E. dalrympleana, mais également pour des espèces plus sensibles au froid
comme E. urophylla  E. grandis.
Chez les ligneux, les séquences CBF sont conservées entre les espèces et les fonctions
sont communes avec celles des plantes herbacées dicotylédones. Il y a de plus en plus de
démonstrations sur l’importance du niveau d’expression CBF dans la variabilité naturelle de la
tolérance au froid comme suggéré chez le blé (Badawi et al., 2007), Arabidopsis (Hannah et al.,
2006 ; Zhen et Ungerer, 2008a) ou les Citrus (Champ et al., 2007). Chez l’Eucalyptus, le niveau
d’induction des CBF mesuré ici, ne suit pas le niveau de tolérance des plantules soit au niveau
des espèces soit au niveau des provenances d’E. gunnii. Par contre le nombre de transcrits CBF
est plus relié à la tolérance au gel chez les espèces d’Eucalyptus et chez E. gunnii. Les données
d’expression en cumul de transcrits tiennent compte à la fois de l’expression constitutive et de
l’expression en réponse au froid qui sont de façon générale plus élevées chez les eucalyptus
tolérants au froid.
Chez les plantes herbacées, les CBF sont induits très précocement et temporairement dans
la réponse au froid comme c’est le cas chez Arabidopsis (Novillo et al., 2007) ou les céréales
(Choi et al., 2002 ; Badawi et al., 2007). Chez le peuplier les niveaux de transcrits redeviennent
faibles au delà de 24 h à 4 °C (Benedict et al., 2006). Cependant chez d’autres plantes ligneuses,
l’induction des gènes CBF est observée plus tardivement et pour de longues périodes au-delà de
3 jours pour le gène CBF3 de Vitis (Xiao et al., 2006) et 7 jours pour le CBF1 de Citrus (Champ
et al., 2007). Chez l’Eucalyptus, les CBF sont également induits rapidement en réponse au froid
et dans un délai inférieur à 2 h, mais les CBF répondent différentiellement au froid (Navarro,
Marque et al., soumis). EguCBF1a et EguCBF1d sont exprimés très rapidement après un choc au
froid alors qu’EguCBF1b est induit plus tardivement et plus longtemps par une descente
progressive des températures. EguCBF1c exprimé constitutivement semble moins spécifique du
froid.
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Les résultats du groupe montrent que les EguCBF1 sont plutôt spécialisés à différents traitements
au froid :
- EguCBF1c est le membre CBF constitutif non spécifique. Il pourrait être
impliqué dans la protection permanente des cellules sans stress ou en réponse à divers stimuli.
- EguCBF1b est le membre CBF de l’acclimatation au froid. Il pourrait participer
à la protection de base après l’hiver et secondairement dans la réponse à un froid progressif.
- EguCBF1d est le membre CBF du froid naturel et il pourrait aider les cellules à
tolérer un froid intense mais progressif avec ou sans acclimatation.
- EguCBF1a est le membre CBF des chocs au froid, impliqué dans les réactions à
une chute brutale des températures.
Les quatre EguCBF1 pourraient donc participer chacun à leur façon à protéger les
Eucalyptus vis-à-vis de différents évènements de froid ou vis-à-vis d’autres stress. Ils peuvent
donc à priori être tous des candidats potentiels de la tolérance au froid.
Chez Arabidopsis il existe des différences entre CBF à l’intérieur d’un cluster, comme les
CBF1 et CBF3 s’exprimant différemment en réponse au froid dans le temps que le CBF2
(Novillo et al., 2007) et entre clusters comme AtCBF4 d’Arabidopsis thaliana répondant à la
sécheresse et à l’ABA, mais pas au froid (Haake et al., 2002). Cette non spécificité de certains
CBF vis-à-vis du froid est aussi confirmée chez d’autres espèces comme le poivron (Hong et
Kim, 2005). Chez l’Eucalyptus les différences de séquence et régulation du CBF1c par rapport
aux autres CBF permet d’émettre l’hypothèse qu’il appartient à un cluster différent de celui des
autres CBF dans le génome de l’Eucalyptus.
La spécificité des CBF peut se traduire également au niveau des organes. Chez le
peuplier, les PtCBF1-4 sont très exprimés dans les feuilles et les tiges de façon différentielle
entre les CBF. Les PtCBF1 et PtCBF3 sont plutôt inductibles dans les tiges et les feuilles alors
que les PtCBF2 et PtCBF4 sont induits plutôt dans les feuilles (Benedict et al., 2006). Chez la
vigne les CBF1, 2 et 3 sont plus exprimés dans les tissus jeunes que dans les tissus âgés (Xiao et
al., 2006). Les EguCBF1 sont exprimés dans tous les organes en réponse au froid mais surtout
dans les organes aériens qui sont plus exposés au gel par rapport aux racines. D’autre part, les
feuilles âgées et les tiges ont des niveaux d’expression CBF plus élevés en comparaison aux
feuilles jeunes.
Les séquences CBF sont très conservées chez les végétaux. Elles forment des clusters de
séquences proches, mais on peut aussi se demander si ce n’est pas le nombre de copies de gènes
CBF qui influence le niveau de tolérance au froid. Chez V. vinifera et V. riparia, deux espèces
proches, le CBF1 est dupliqué dans le génome avec deux séquences proches (deux acides aminés
de différence) qui sont le CBF1a et le CBF1b. Le CBF2 des mêmes espèces serait également
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dupliqué (Xiao et al., 2006). Des analyses phylogénétiques chez le genre Solanum ont montré
que CBF4-CBF5 résulte d’une duplication du cluster CBF3-CBF1-CBF2 et des CBF différents
sont induits en réponse au froid selon les espèces (Pennycooke et al., 2008). Par contre, chez le
maïs, un seul DREB1a a été localisé dans le génome (van Buuren et al., 2002). Les multiples
séquences CBF retrouvées chez E. gunnii dans les Groupes 1A, 1B et 1D et les séquences du
Groupe 1A communes à plusieurs espèces montrent la complexité de la famille CBF chez
l’Eucalyptus. Les séquences à l’intérieur d’un même groupe CBF peuvent avoir des réponses au
froid en expression différentes et pouvant en plus varier en fonction de l’espèce. Par exemple on
note l’expression du CBF1d conservée chez E. gunnii et E. gunnii  E. dalrympleana, mais pas
chez E. urophylla  E. grandis.
Au côté du nombre de copies du gène, le polymorphisme à l’intérieur de chaque séquence
CBF peut faire varier l’expression. Chez Arabidopsis la délétion de 1630 pb dans le promoteur
du CBF2 diminue l’expression CBF et les plantes ayant ce polymorphisme sont moins tolérantes
au gel (Alonso-Blanco et al., 2005). Les polymorphismes SNP sont recherchés sur les séquences
sur une collection d’écotypes d’A. thaliana dans le cadre du projet Européen FROSTY par
l’équipe de l’INRA de Versailles et le CNRG d’Evry, mais les résultats ne sont pas publiés à ce
jour. La recherche de polymorphismes sur EguCBF1a donne ici une première indication sur la
densité, la nature et la localisation des séquences polymorphes. Ces premiers résultats sont très
partiels puisque l’étude a porté seulement sur EguCBF1a de 14 génotypes avec seulement deux
colonies par individu, ce qui exclut la possibilité de révéler plus de deux séquences.
Pour avoir une vision plus complète du génotypage, il aurait fallu amplifier
spécifiquement chaque séquence de chaque groupe de CBF, sachant que le nombre est sûrement
non exhaustif. Dans ces conditions, seulement, il aurait été possible de détecter l’existence d’une
relation entre niveaux de tolérance et haplotypes.
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Matériel et méthodes
AC Acclimatation au froid en JC
CF Choc au froid
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Espèces E. gunnii031034 Semis 1 Non TI JL 3 mois 86 j 14 feuilles 25 / 22 JL 2
-2 ; -3 ; -4 ; -5 ;
-6 ; -7 ; -8 3 4 12 6 E3, E4, E5
TI JL
4,5 mois 140 j 24-26 feuilles 25 / 22 JL 3
-5 ; -5,5 ; -6 ; -6,5 ;
-7 ; -7,5 ; -8 3 4 12 6 E3, E4, E5
TI JL 6 mois 189 j 24-44 feuilles 25 / 22 JL 2,5 -5 ; -5,5 ; -6 ; -6,5 3 4 12 6 E3, E4, E5
E. pellita
20659 Semis 1 Non TI JL 3 mois 99 j 14 feuilles 25 / 22 JL 2
-2 ; -3 ; -4 ; -5 ;
-6 ; -7 ; -8 3 4 12 6 E3, E4, E5
TI JL
4,5 mois 141 j 16 feuilles 25 / 22 JL 3
-5 ; -5,5 ; -6 ; -6,5 ;
-7 ; -7,5 ; -8 3 4 12 6 E3, E4, E5
TI JL
6,5 mois 205 j 22-30 feuilles 25 / 22 JL 2,5 -5 ; -5,5 ; -6 ; -6,5 3 2 6 6 E3, E4, E5
E. nitens
18164 Semis 1 Oui TI JL 4 mois 124 j 18 feuilles 25 / 22 JL 2,5 -5 ; -5,5 ; -6 3 4 12 6 E3, E4, E5
E. pauciflora
19054 Semis 1 Oui
TI JL
4,5 mois 139 j 12-14 feuilles 25 / 22 JL 2,5 -5 ; -5,5 ; -6 3 2 6 6 E3, E4, E5
E. camaldulensis
18835 Semis 1 Non TI JL 5 mois 151 j 18 feuilles 25 / 22 JL 2,5 -5 ; -5,5 ; -6 3 4 12 6 E3, E4, E5
C. maculata
20397 Semis 1 Non
TI JL
5,5 mois 165 j 12-16 feuilles 25 / 22 JL 2,5 -5 ; -5,5 ; -6 3 2 6 6 E3, E4, E5
E. urophylla
19394 Semis 1 Non TI JL 5 mois 151 j 18 feuilles 25 / 22 JL 2,5 -5 ; -5,5 ; -6 3 4 12 6 E3, E4, E5
E. gunnii
031034 Semis 2 Non CF 4 mois 115 j 25 / 22 JL
22 °C 2 h Obscurité JL
12 °C 2 h Obscurité JL
8 °C 2 h Obscurité JL
4 °C 2 h Obscurité JL
0 °C 2 h Obscurité JL
3 E4 (1-2 f)
AC 6 mois 193 j 23-33 cm
25 / 22 JC (6 j)
12 / 8 JC (4 j)
8 / 4 JC (10 j)
2,5 -6 3 6 6 6 N
0 J 22 °C 2 h Obscurité JC
1 J 8 °C 2 h Obscurité JC
5 J 4 °C 2 h Obscurité JC
6 N (1 f)
AC 8 mois 245 j 25-38 cm
25 / 22 JC (3 j)
12 / 8 JC (4 j)
8 / 4 JC (10 j)
2,5 -6 3 6 6 6 N
0 J 22 °C 2 h Obscurité JC
1 J 8 °C 2 h Obscurité JC
5 J 4 °C 2 h Obscurité JC
6 N (1 f)
E. gunnii
031034 Semis 3 Non AC 4 mois 130 j 16-26 feuilles
25 / 22 JC (3 j)
12 / 8 JC (4 j)
8 / 4 JC (10 j)
2,5 -6 3 2 24 6 E4, E5, E6
0 J 22 °C 2 h Obscurité JC
1 J 8 °C 2 h Obscurité JC
5 J 4 °C 2 h Obscurité JC
2 E5 (1 f)
E. urophylla  E.
grandis
AN586 Semis 1
Non CF 4 mois 111 j 25 / 22 JL
22 °C 2 h Obscurité JL
12 °C 2 h Obscurité JL
8 °C 2 h Obscurité JL
4 °C 2 h Obscurité JL
0 °C 2 h Obscurité JL
3 E4 (1-2 f)
AC 6 mois 189 j 37-53 cm
25 / 22 JC (6 j)
12 / 8 JC (4 j)
8 / 4 JC (10 j)
2,5 -6 3 6 6 6 N
0 J 22 °C 2 h Obscurité JC
1 J 8 °C 2 h Obscurité JC
5 J 4 °C 2 h Obscurité JC
6 N (1 f)
AC 8 mois 241 j 45-65 cm
25 / 22 JC (3 j)
12 / 8 JC (4 j)
8 / 4 JC (10 j)
2,5 -6 3 6 6 6 N
0 J 22 °C 2 h Obscurité JC
1 J 8 °C 2 h Obscurité JC
5 J 4 °C 2 h Obscurité JC
6 N (1 f)
E. urophylla  E.
grandis
AN586 Semis 2
Non AC 4 mois 130 j 14-24 feuilles
25 / 22 JC (3 j)
12 / 8 JC (4 j)
8 / 4 JC (10 j)
2,5 -6 3 2 24 6 E4, E5, E6
0 J 22 °C 2 h Obscurité JC
1 J 8 °C 2 h Obscurité JC
5 J 4 °C 2 h Obscurité JC
2 E5 (1 f)
Provenances E. gunniiTasmanie Semis 1 Oui
TI JL
4,5 mois 127 j 26-50 feuilles 25 / 22 JL 2,5 -5,5 1 1 24 6 B1, B2, B3
TI JL
4,5 mois 128 j 28-36 feuilles 25 / 22 JL 2,5 -5,5 1-3 1 6 6 B1, B2, B3
TI JL
4,5 mois 140 j 24-48 feuilles 25 / 22 JL 2,5 -5,5 1-3 1 11 6 B1, B2, B3
CF 5 mois 133 j 25 / 22 JL 22 °C 2 h Obscurité JL4 °C 2 h Obscurité JL 1
En (1-2 f)
Bn (1-2 f)
AC 5 mois 163 j 28-62 feuilles
25 / 22 JC (5 j)
12 / 8 JC (4 j)
8 / 4 JC (26 j)
2,5 -6 ; -6,5 1 1 14 6 B 0 J 22 °C 2 h Obscurité JC1 J 8 °C 2 h Obscurité JC 1 Bn (6 f)
CF 9 mois 268 j 25 / 22 JL 22 °C 2 h Obscurité JL4 °C 2 h Obscurité JL 1
En (2 f)
Bn (2 f)
AC 9 mois 275 j 32-92 feuilles
25 / 22 JC (10 j)
12 / 8 JC (4 j)
8 / 4 JC (26 j)
4 -6 ; -7 2 1 14 4 B 0 J 22 °C 2 h Obscurité JC1 J 8 °C 2 h Obscurité JC 1 Bn (8 f)
Arbres AC 10 ans Acclimaté 2 -10 ; -16 ; -20 3 3 3 6 Bn
AC 10 ans Acclimaté 3 °C 07H309 °C 14H30 3 Bn
AC 10 ans Acclimaté -5 °C 07H3012 °C 14H30 3 Bn
E. gunnii
Clones 870634,
931043, 941202
Poucharramet (31)
TI 10 ans Nonacclimaté 2 -16 ; -18 3 3 3 6 Bn 19 °C 13H30 3 Bn
Tableau 7 : Matériel végétal utilisé pour les expériences
froid et expression CBF)* E3 : Feuilles de l’étage foliaire 3
En : Feuilles d’étage foliaire aléatoire
B1 : Feuilles de la branche 1
Bn : Feuilles de branche aléatoire
N : Feuilles d’étage foliaire aléatoire et de branche aléatoire
de phénotypage (croissance, tolérance au
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1. Matériel végétal
1.1. Plantules issues de semis en conditions contrôlées
- Origine des graines d’eucalyptus
Les semences des espèces E. nitens (N° de lot 18164, altitude 1100 m), E. pauciflora (N°
de lot 19054, altitude 1550 m), E. camaldulensis (N° de lot 18835, altitude 620 m), C. maculata
(N° de lot 20397, altitude 650 m), E. urophylla (N° de lot 19394, altitude 500 m) et E. pellita (N°
de lot 20659, altitude 40 m) ont été fournies par le CSIRO (Forestry, Cambera, Australie).
Les graines de l’hybride E. urophylla  E. grandis (N° de lot AN586) ont été obtenues
par l’IPEF (Instito de Pesquisas e Estudos Florestais) au Brésil.
Les graines d’E. gunnii utilisées pour la comparaison de la tolérance au froid de
différentes espèces sont issues du clone E. gunnii 031034 de l’AFOCEL.
Enfin, pour l’étude de génotypes d’E. gunnii de Tasmanie les graines sont sont fournies
par l’Université de Tasmanie, un lot de graine (famille) correspondant à une récolte sur un arbre
mère (Annexes 2 et 3).
- Semis des graines et conditions de culture
Les graines d’eucalyptus sont semées dans des plateaux contenant du terreau H4 et sont
transférées dans une chambre de culture du laboratoire (25 °C jour / 22 °C nuit, humidité 80 %,
16 h d’éclairage, éclairement 115 µE). Par contre, les graines des arbres des espèces E. gunnii
(sauf le clone 031034), E. nitens et E. pauciflora nécessitent une stratification au froid à 4 °C à
l’obscurité pendant 28 jours avant le passage en chambre de culture à 25 °C.
Les jeunes plantules de 4 semaines sont ensuite transférées sur des mottes de terreau Jiffy
avec une plantule par motte. A partir de 3 mois de culture, les plantules peuvent être rempotées
dans des pots en plastique, soit avec du terreau H4 seul ou du terreau BF4 (2/3) avec de la tourbe
(1/3). La fertilisation est apportée par de l’engrais osmocote à raison de 35 g /l.
Les feuilles des plantules d’eucalyptus ont été utilisées pour le phénotypage de la
tolérance au froid, de l’expression CBF et pour le génotypage (Tableau 7).
Figure 40 : Mise à l’obscurité de feuilles de plantules d’Eucalyptus gunnii par la pose de pinces
obturatrices de lumière installées avant lecture de la fluorescence par un fluorimètre portable
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1.2. Arbres cultivés en France
Les plantules de l’hybride E. gunni  E. dalrympleana utilisées sont de jeunes boutures
d’arbres du clone 208 utilisé en sélection par l’AFOCEL.
Les arbres d’E. gunnii étudiés sont issus de bouturage également et sont âgés de 10 ans.
Ils sont utilisés dans le cadre d’essais en plein champ pour le programme de sélection de
l’AFOCEL. Les clones d’E. gunnii sont 870634, 931043 et 941202 et le lieu de récolte est
Poucharramet (31).
Les feuilles des arbres des clones d’E. gunnii ont été utilisés pour le phénotypage de la
tolérance au froid et pour l’expression CBF (Tableau 7).
2. Méthodes
2.1. Caractérisation de plantules d’eucalyptus pour la tolérance au froid
2.1.1. Mesure de l’efficience des photosystèmes par fluorescence de la
chlorophylle
Avant et pendant chaque expérience d’acclimatation des plantules, l’état des plantules est
vérifié par la mesure de la fluorescence de la chlorophylle (Fig. 40). Cette mesure non
destructrice est réalisée sur quelques feuilles par plante à l’aide du fluoromètre portable OS-30P
Chlorophyll Fluorometer de Opti-Sciences (Hudson, NH, USA) après avoir placé des obturateurs
de lumière sur les pinces placées sur la face supérieure des feuilles 15 min avant la mesure.
L’appareil donne une valeur de Fv/Fm. Fm correspond à la fluorescence maximale émise après un
flash lumineux en lumière actinique alors que Fv est la différence entre la valeur de Fm et la
valeur de la fluorescence initiale F0 lorsque les centres des photosystèmes sont au stade
« ouvert » (Quick et Horton, 1984 ; Maxwell et Johnson, 2000). Pour des plantes en bonne santé
physiologique, le rapport de Fv /Fm doit être compris de 0,80 à 0,83 après adaptation à
l’obscurité (Demmig et Björkman, 1987). Le nombre de mesures par plante est compris entre
trois et six par notation.
Conductivité relative : CR = (CT-CI) / (CF-CI)
Survie au froid : SF = (1 – CR)  100
Figure 41 : Schéma de la méthode d’estimation de la survie au froid des tissus de disques foliaires
par la mesure de la conductivité par la fuite d’ions
6 disques foliaires
20 ml d’eau désionisée
1 nuit à l’obscurité
à 4 °C
15 min à 1 °C
puis refroidissement de 2 à 4 °C /h
+ 1 nuit à l’obscurité
à 4 °C
24 heures à -80 °C
+ 1 nuit à l’obscurité
à 4 °C
 Conductivité initiale
CI
 Conductivité totale
à la température
de gel du test
CT
 Conductivité finale
CF
Ajout de glace
à -1 °C
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2.1.2. Test de tolérance au gel avec le cryostat
- Passage des échantillons en conditions de gel contrôlé
Pour chaque condition, de cinq à six disques foliaires de 8 mm de diamètre sont découpés
avec un emporte-pièce, placés dans 10 ml ou 20 ml d’eau désionisée et refroidis artificiellement
dans un cryostat CC2 de Huber (Offenburg, Allemagne). Selon le protocole choisi, la vitesse du
refroidissement peut varier et aller de 2 °C /h pour la moins rapide à 4 °C /h pour la plus rapide.
Plus la vitesse de refroidissement est lente et plus le stress est important au niveau des feuilles,
car la glace apparaît plus vite dans les tubes et le contact avec le gel est plus long.
- Estimation de la tolérance au gel par la mesure de la fuite d’ions
La tolérance au gel des plantules en conditions contrôlées et des arbres d’eucalyptus au
champ est estimée par la viabilité des cellules foliaires calculée d’après la méthode de la fuite
d’ions établie en 1930 par Dexter (Dexter et al., 1930) et adaptée d’un protocole mis au point
chez l’Eucalyptus par Travert (Travert, 1997). La conductivité de la solution est mesurée avant le
refroidissement (CI), après le passage au cryostat (CT) et après destruction totale des cellules par
un passage à -80 °C (Fig. 41). La conductivité relative est calculée de la manière suivante : CR =
(CT - CI) / (CF - CI). Chez l’Eucalyptus, il a été montré qu’une conductivité relative de 0,5
correspond à 50 % de cellules détruites (Tibbits et Reid, 1987b). Ainsi on peut calculer le
pourcentage de cellules foliaires vivantes après le gel ou survie au froid : SF = (1 - CR)  100.
2.1.3. Tolérance après acclimatation des plantes
Les plantules d’Eucalyptus issues de semis sont cultivées en chambre de culture à 25 °C
jour / 22 °C nuit en condition de jour long (16 h jour / 8 h nuit) avec éclairement à 115 µE avant
le passage dans une armoire phytotron (Cryorivoire, Montpellier, France). Pour la mise en
condition témoin, les plantules restent 5 jours à 25 °C jour / 22 °C nuit, humidité 80 %, en jour
court (8 h jour / 16 h nuit) avec éclairement de 45 µE dans l’armoire phytotron. L’acclimatation
au froid des plantules suit le programme de diminution progressive des températures avec 4 jours
à 12 °C jour / 8 °C nuit et de 6 à 30 jours à 8 °C jour / 4 °C nuit selon les cas. Pour la
désacclimatation et afin d’éviter un choc thermique brutal, la remontée en température est
programmée pendant 4 jours avec 12 °C jour / 8 °C nuit avant retour en chambre de culture avec
25 °C jour / 22 °C nuit en condition de jour long (16 h jour / 8 h nuit) (Tableau 7).
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2.2. Isolement des séquences sur ADN génomique
2.2.1. Extraction des ADN totaux
Les ADN totaux sont extraits à partir de feuilles congelées à -80 °C et broyées dans de
l’azote liquide. L’extraction est réalisée à partir du protocole « DNeasy Plant Mini Kit » de
Qiagen (Hilden, Allemagne) selon les spécifications du fabriquant. Une étape de précipitation
avec un mélange d’éthanol absolu et d’acétate de sodium est appliquée sur la solution aqueuse
d’ADN puis un lavage à l’éthanol 70 ° est pratiqué avant un séchage et la conservation se fait en
solution aqueuse.
2.2.2. Dosage des ADN et vérification de leur qualité sur gel
La concentration des ADN est déterminée par spectrophotométrie avec un ND-1000 de
NanoDrop (Wilmington, DE, USA) et la qualité est vérifiée par migration sur un gel d’agarose à
1 % dans du TAE 0,5 X révélé aux UV après coloration dans une solution de BET (Bromure
d’Ethidium) dilué.
2.2.3. Amplification par PCR
- Allongement de séquences partielles
Les séquences partielles d’ADN correspondant aux fragments de gènes CBF isolés sont
allongées par PCR en utilisant le kit « Universal Genome Walker » de Clontech (Palo Alto, CA,
USA). Quatre banques d’ADN génomique sont créées et digérées séparément par quatre
enzymes de restriction (DraI, EcoRV, PvuII et StuI) et des adaptateurs sont rajoutés aux
extrémités des séquences. Ensuite, deux PCR-nested sont réalisées sur un thermocycler T-
gradient de Biometra avec à chaque fois une amorce spécifique de l’adaptateur et une amorce
spécifique du gène CBF à allonger. Les amorces utilisées sont données dans l’Annexe 5.
- Recherche des polymorphismes par PCR
Afin d’obtenir les séquences complètes des gènes CBF en une seule amplification et de
rechercher les différents variants, deux amorces spécifiques de chaque CBF sont utilisées avec
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un programme de PCR classique permettant la vérification des contigs obtenus après
allongement et analyse bioinformatique. L’enzyme ADN polymérase utilisée est la GoTaq DNA
Polymerase à 5 U /µl de Promega (Madison, WI, USA).
2.2.4. Purification des produits PCR
Les amplifiats après PCR d’allongement ou de recherche de polymorphismes sont dosés
puis soumis à une étape de purification sur minicolonnes avec le kit « Wizard SV Gel and PCR
Clean-Up System » de Promega (Madison, WI, USA).
2.2.5. Ligation et clonage dans Escherichia coli
Un aliquot d’ADN du produit PCR purifié est ligué pendant une nuit à 4 °C dans le
vecteur pGEM-T Easy avec le kit « pGEM-T Easy Vector System I » de Promega (Madison, WI,
USA).
Par la suite, des bactéries d’E. coli JM109 de Promega (Madison, USA) sont transformées avec
les plasmides pGEM-T Easy avec insert d’ADN, puis mises en cultures sur milieu LB Agar
solide contenant l’antibiotique Ampicilline permettant la sélection des colonies positives. La
sélection est aussi facilitée par l’ajout de X-Gal à 50 mg /ml de Promega (Madison, WI, USA) et
d’IPTG à 0,1 M de Promega (Madison,WI, USA) sur le milieu et les colonies blanches
transformées avec insert sont retenues et transférées sur un nouveau milieu. Les colonies bleues
sans insert sont éliminées.
Une très petite quantité des colonies bactériennes blanches est prélevée sur le milieu LB-
Agar en condition stérile. Une PCR classique est pratiquée directement sur les colonies afin de
vérifier la présence de l’insert dans le plasmide et sa taille. Les amorces utilisées sont données
dans l’Annexe 5.
2.2.6. Extraction plasmidique et séquençage
Après une nuit de préculture sur milieu LB liquide, les bactéries avec insert sont
précipitées par centrifugation et les plasmides sont extraits en utilisant le kit « QIAprep Spin
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Miniprep Kit » de Qiagen (Hilden, Allemagne). L’ADN des plasmides est dosé ensuite à l’aide
du spectrophotomètre ND-1000 de NanoDrop (Wilmington, DE, USA).
Un aliquot de 400 ng d’ADN plasmidique non dilué est utilisé pour la réaction de
séquence avec une des amorces spécifiques du vecteur pGEM-T Easy afin de séquencer l’insert
dans les deux sens des brins de l’ADN avec le séquenceur ABI 3730 d’Applied Biosystems
(Foster City, CA, USA). Si l’insert a une taille de plus de 800 bases, il est nécessaire de refaire
plusieurs séquençages avec des amorces spécifiques désignées dans les premières séquences
analysées.
2.3. Etudes d’expression
2.3.1. Extraction et dosage des ARN totaux
Les ARN totaux des feuilles des plantules issues de semis ont été extraits à partir de 30
mg de broyat avec le kit « SV Total RNA Isolation System » de Promega (Madison, WI, USA)
suivant les spécifications du fabricant. Pour les feuilles des arbres adultes le premier tampon du
kit est remplacé par un tampon de lyse contenant du CTAB et plusieurs étapes supplémentaires
de lavage des colonnes sont nécessaires avec la solution « RNA Wash Solution RWA » du kit
d’extraction d’ARN de Promega. Pour les deux types de feuilles, une étape de précipitation avec
un mélange d’éthanol absolu et d’acétate de sodium est appliqué sur la solution aqueuse d’ARN
puis un lavage à l’éthanol 70 ° est pratiqué avant un séchage et la conservation se fait en solution
aqueuse à -80 °C. Enfin, les ARN sont dosés à l’aide du spectrophotomètre ND-1000 de
NanoDrop (Wilmington, DE, USA) et leur qualité est vérifiée sur gel d’agarose à 1 % dans TAE
0,5 X.
2.3.2. Analyse par PCR en temps réel (RT-PCR)
- Choix des amorces
Les amorces utilisées pour la RT-PCR en temps réel sont désignées dans la partie 3’UTR
des gènes CBF avec le logiciel PRIMER EXPRESS 2.0 d’Applied Biosystems (Courtaboeuf,
France). La concentration utilisée pour la RT-PCR Quantitative est de 300 nM de chaque amorce
spécifique. Les amorces utilisées sont données dans l’Annexe 5.
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- Synthèse d’ADNc
Le mélange réactionnel contient de 3000 ng à 5000 ng d’ARN purifié. Le premier brin
d’ADNc est synthétisé à 42 °C en présence de RNasin à 40 U /µl de Promega (Madison, WI,
USA), d’amorces aléatoires Random Primers à 3 µg /µl d’Invitrogen (Carlsbad, CA, USA), avec
l’enzyme polymérase SuperScript II Reverse Transcriptase d’Invitrogen (Carlsbad, CA, USA).
- Dosage et dilution des ADNc
Après la synthèse, les ADNc sont dosés à l’aide du spectrophotomètre ND-1000 de
NanoDrop (Wilmington, DE, USA). La qualité des ADNc (absence d’ADN génomique) est
vérifiée par une amplification PCR d’une partie du gène de la tubuline d’E. globulus contenant
un intron en la comparant à un témoin positif avec de l’ADN génomique d’E. gunnii. Les
amorces utilisées sont données dans l’Annexe 5. Après migration des produits PCR sur gel
d’agarose à 2 % dans TAE 0,5 X, les ADNc non pollués par de l’ADN génomique montrent un
amplifiat de tubuline plus court.
- Amplification en temps réel
Les réactions PCR sont réalisées trois fois pour chaque échantillon sur une plaque de 384
puits. Le mélange utilisé pour la PCR contient du Power SYBR Green PCR Master Mix (2 X)
d’Applied Biosystems (Foster City, CA, USA) et une masse de 200 ng d’ADNc pour les gènes
CBF à amplifier, le tout dans un volume réactionnel de 10 µl. L’amplification des gènes CBF est
comparée avec celle du gène ribosomal 18S (masse de 0,2 ng) qui est le témoin interne invariant
pour le stress au froid (normalisation) et de l’eau UHQ comme témoin négatif. La réaction de
PCR est réalisée avec le thermocycleur ABI Prism 7900HT sequence Detection System
d’Applied Biosystems (Foster City, CA, USA).
2.4. Analyse des données
- Obtention des contigs et identification des CBF
Les séquences ADN des CBF entiers ou des parties allongées sont séquencées sur la
plate-forme du Génopole de Toulouse. Les séquences sont enregistrées sous format FASTA et
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associées à des fichiers de qualité contenant l’analyse Phred. Chaque séquence est comparée
avec des bases de données du NCBI (National Center for Biology Information) en utilisant
« BLASTx » (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST). Les séquences antisens sont transformées
en inverse complémentaire avec « Inversion-complementation of a nucleic sequence »
(http://bioinfo.hku.hk/services/analyseq/cgi-bin/invcomp_in.pl).
Le contigage des parties de CBF est effectué à l’aide du logiciel « CAP3 Sequence Assembly
Program » (http://pbil.univ-lyon1.fr/cap3.php). Les séquences nucléiques sont traduites en
protéine avec « Multiple translation » (http://bioinfo.hku.hk/services/analyseq/cgi-
bin/traduc_in.pl). Les recherches de similarité et d’identité entre protéines sont réalisées avec le
logiciel BioEdit 7.0.0 après un alignement avec ClustalW avec la fonction Pairwise alignment.
Enfin, les alignements des séquences CBF sont réalisés avec « Multalin » de l’INRA de
Toulouse (http://bioinfo.genopole-toulouse.prd.fr/multalin/multalin.html).
- Analyse des séquences
Les alignements multiples des séquences sont réalisés avec ClustalW
(http://www.ch.embnet.org/software/ClustalW.html) et les arbres phylogénétiques sont construits
avec le logiciel MEGA 3.1 (http://www.megasoftware.net/mega.html) avec l’algorithme
Neighbor Joining et 1000 répétitions.
La prédiction des cis-éléments dans les promoteurs des gènes CBF est obtenue avec le
logiciel PLACE (http://www.dna.affrc.go.jp/PLACE/) (Higo et al., 1999).
- Recherche de polymorphismes
Les polymorphismes d’insertion-délétion ou de mutation ponctuelle sont recherchés sur
les ADN des plantules de provenances d’Australie avec le logiciel BioEdit 7.0.0 après un
alignement en paires de bases réalisé avec ClustalW.
- RT-PCR
Les données d’expression de RT-PCR sont analysées avec le logiciel SDS 2.2 de Applied
Biosystems (Foster City, CA, USA) en intégrant les courbes de dissociation des amplifications.
Les nombres de cycles permettent le calcul de l’induction de chaque CBF1 par la méthode des
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Ct (Livak et Schmittgen, 2001). Après clonage et séquençage du produit PCR, le nombre de
copies de chaque CBF1 est calculé à partir de la droite de régression du nombre de cycles en
fonction du taux de dilution des plasmides (Fig. 42).
- Modélisation des protéines CBF
Les séquences en acides aminés des protéines CBF ont été analysées avec les
programmes InsightII, Homology et Discover3 (Accelrys, San Diego, CA, USA). Les
coordonnées atomiques du domaine de liaison à l’ADN EtERF1 sont utilisées comme source
pour construire le modèle tridimentionnel des domaines AP2 des protéines EguCBF1 (RCSB
Protein Data Bank code 1GCC) (Allen et al., 1998). Les conflits stériques dûs aux
remplacements des acides aminés sont corrigés au cours de la procédure de construction du
modèle en utilisant la banque de rotamères (Ponder et Richards, 1987) et l’algorithme de
recherche est mis en place dans le programme Homology (Mas et al., 1992) pour conserver une
bonne orientation des chaînes. 50 cycles de minimisation de l’énergie (algorithme de la plus
grande pente « steepest descent ») sont nécessaires pour, après analyse de la conformation
tridimentionnelle du modèle, obtenir un modèle fiable (Discover3 et PROCHECK) (Laskowski
et al., 1996). Tous les résidus du domaine AP2 des EguCBF sont attribués avec les régions
autorisées du diagramme de Ramachandran. Les schémas sont dessinés avec PyMOL (W.L.
DeLano, DeLano Scientific, Palo Alto, CA, USA.http///www.pymol.org).
- Comparaison de moyennes et analyse de variance
Les données de phénotypage pour la tolérance au froid représentant des pourcentages
pour la survie au gel ou des rapports Fv/Fm pour la fluorescence de la chlorophylle ont été
d’abord transformées en Arcsinus de racine carrée pour normaliser les données. A l’aide du
logiciel SPSS 15.0 de SPSS Inc. (Chicago, IL, USA), un test d’égalité des variances est d’abord
réalisé, puis si les variances ne sont pas différentes (test de Levene non significatif, P  0,05), le
test suivant de comparaison des moyennes sera validé (P  0,05) (Annexe 1).
- Analyse en Composante Principale (ACP)
Les analyses statistiques ACP de variables mesurées sur 14 plantules ou génotypes d’E.
gunnii d’Australie sont obtenues avec le logiciel SPSS 15.0 de SPSS Inc. (Chicago, IL, USA).
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Une part majeure de cette thèse a été consacrée à de lourds travaux d’isolement et
caractérisation de gènes CBF chez l’Eucalyptus ainsi qu’à de nombreuses mesures de tolérance
au froid et expression CBF sur une large gamme de matériels. Cette étape, incontournable en vue
de l’identification des marqueurs moléculaires, a apporté un certain nombre d’éléments
nouveaux et confirmations pour une meilleure connaissance du déterminisme de la tolérance au
froid et de la famille CBF chez ce ligneux.
Une avancée significative dans l’isolement des gènes CBF d’Eucalyptus a été réalisée
puisque les séquences complètes des quatre gènes probablement majeurs ont été obtenues.
Malheureusement cette étude a également révélé un niveau de complexité encore plus élevé
qu’attendu pour la structure de cette famille. En effet ces quatre gènes paraissent plutôt
représenter des sous-familles comme il a été observé chez des céréales, comprenant chacune un
certain nombre de copies légèrement différentes. Pour l’instant, 14 séquences distinctes se
répartissant dans les quatre sous-groupes ont été identifiées, mais il est encore impossible
d’affirmer si elles constituent la totalité de la famille, ni de distinguer parmi ces séquences les
copies des allèles. L’élucidation de ces questions, essentielle en vue de l’utilisation de ces gènes
comme candidats, est particulièrement difficile dans le contexte d’une plante ligneuse, fortement
hétérozygote comme l’Eucalyptus. Les travaux de clonage et séquençage sont poursuivis dans ce
sens dans l’équipe et la réponse ultime devrait être apportée par la séquence complète du génome
d’Eucalyptus qui devrait être disponible dans un futur proche.
La comparaison des séquences CBF sur un certain nombre de génotypes et espèces
d’Eucalyptus et vis-à-vis des séquences des bases de données nous a apporté deux types
d’information :
- La partie codante est très conservée entre les quatre CBF d’E. gunnii, les CBF
provenant de différentes espèces d’Eucalyptus incluant des tolérantes et des sensibles au froid et
de façon plus générale entre l’Eucalyptus, les autres ligneux mais aussi les herbacées.
Une des conséquences de cette conservation est la fonctionnalité attendue des protéines
correspondant aux quatre gènes EguCBF1 tant pour la liaison à l’ADN que pour la
transactivation. Cette fonctionnalité a par ailleurs été déjà vérifiée sur deux de ces gènes
(EguCBF1a et EguCBF1b) par transgénèse dans le cadre d’une autre thèse de l’équipe.
- La partie promotrice est par contre très variable entre les différentes séquences d’E.
gunnii et entre les séquences provenant d’espèces d’Eucalyptus de tolérance contrastée.
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Ces deux éléments, parfaitement en accord avec la littérature, suggèrent fortement que la
variabilité dans la tolérance au froid entre espèces végétales et à l’intérieur du genre Eucalyptus
ne serait pas liée à une différence dans la fonctionnalité des protéines CBF. Elle serait plutôt liée
à la complexité des familles de gènes CBF en terme de nombre de membres différents et à la
régulation de ces gènes. Cette hypothèse est en particulier appuyée par la comparaison entre la
situation bien connue de la famille CBF d’Arabidopsis et la situation suggérée par ces travaux
pour la famille CBF d’E. gunnii. Chez Arabidopsis, la famille comprend trois gènes régulés par
le froid avec une certaine redondance dans les profils de régulation. Ces gènes répondant avec
une cinétique assez proche aux mêmes conditions de froid, permettraient une réponse uniforme
intense mais ponctuelle et spécifique du stimulus. Chez E. gunnii, il y a au moins quatre sous-
familles de gènes présentant un profil de régulation très complémentaire. La comparaison des
génotypes et espèces a confirmé ici la « spécialisation » de chacun des quatre gènes majeurs pour
leur expression dans une situation particulière. EguCBF1b interviendrait surtout dans
l’acclimatation alors que les EguCBF1a et EguCBF1d seraient impliqués dans la réponse à de
brusques variations de températures. Enfin, EguCBF1c, par son expression constitutive la plus
forte, apporterait surtout une protection permanente. D’autre part, selon ces travaux, cette
expression constitutive, non détectée chez Arabidopsis et plus ou moins élevée pour les gènes
d’Eucalyptus apparaît influencer fortement l’expression CBF totale après exposition au froid.
Elle pourrait donc être un autre facteur important de l’Eucalyptus au froid.
Enfin, l’existence démontrée ici de copies un peu différentes à l’intérieur de ces sous-
groupes confère à ce tableau un degré de richesse ou complexité supplémentaire sachant que les
premières analyses ont mis en évidence des différences de régulation à l’intérieur de ces sous-
familles.
Les nombreuses données de séquence et expression de ces gènes nous permettent aussi
d’envisager de façon plus globale cette famille de gènes chez E. gunnii dans un contexte naturel.
D’une part en condition de froid intense la production de protéines CBF pourrait être élevée via
l’induction d’un nombre conséquent de gènes déjà un peu exprimés de façon constitutive.
D’autre part cette production serait assez forte de façon quasi permanente en raison de
l’expression de base mais aussi de l’induction rapide d’un membre de la famille par toute
condition stressante, même de façon modérée. Ces avantages quantitatifs et qualitatifs reliés au
nombre de gènes et copies CBF à leur expression constitutive et à leur régulation
complémentaires pourraient conférer à E. gunnii une bonne tolérance au froid par rapport aux
plantes herbacées malgré son caractère sempervirent. Cette régulation forte et permanente des
gènes CBF pourrait également être un facteur déterminant dans la variabilité naturelle de la
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tolérance au froid au sein des Eucalyptus. Des éléments à l’appui de cette hypothèse sont
apportés par la comparaison d’espèces ou clones connus pour leur niveau de tolérance. De façon
générale la tolérance parait associée à une expression constitutive plus forte des gènes CBF, d’où
une expression totale plus forte au froid, ainsi qu’à une meilleure réponse de ces gènes à des
températures moins froides d’où une réponse rapide.
Au-delà de la question centrale de la place des CBF dans la variabilité de la tolérance
chez l’Eucalyptus, les données de phénotypage apportent de nouvelles informations sur la
tolérance au froid de cette espèce. En particulier l’influence peut-être prédominante de la
tolérance intrinsèque sur la tolérance globale apparaît de façon assez nette dans la comparaison
entre génotypes. D’autre part la tolérance après acclimatation paraît atteindre une limite, assez
proche pour les différents génotypes étudiés. En conséquence l’acclimatation permet aux
génotypes sensibles à la base d’atteindre un niveau équivalent à celui des tolérants. Enfin, et en
lien avec cette dernière observation aucun des génotypes étudiés ne présente à la fois une bonne
tolérance intrinsèque et une bonne acclimatation. Ces données de tolérance sont bien sûr à
prendre avec beaucoup de précautions étant donné l’effectif réduit sur lequel a été conduite
l’étude. Ces observations ne sont que préliminaires et doivent être vérifiées sur une population
plus importante. Cependant, si ces caractéristiques se confirment, elles auraient des implications
importantes dans un cadre de sélection et amélioration génétique de l’Eucalyptus. En effet la
tolérance intrinsèque, facile à mesurer, serait alors la composante de la tolérance à prendre en
compte en priorité avant la vitesse ou l’intensité de l’acclimatation. Cette orientation serait
d’autant plus intéressante que, de façon inattendue et pour l’instant inexpliquée, les génotypes
présentant la meilleure tolérance intrinsèque dans cette étude sont précisément ceux qui
présentent la meilleure croissance en condition standard. Une telle corrélation, si elle se vérifiait,
est inespérée pour les sélectionneurs. Elle est d’autant plus surprenante que la surexpression du
CBF par transgénèse sur plantes modèles est connue pour affecter de façon significative la
croissance et le développement.
Les travaux qui se poursuivent dans l’équipe visent à vérifier et compléter l’ensemble de ces
résultats sur un effectif plus important de génotypes tasmaniens avant de transférer l’étude sur
des populations françaises.
Au-delà de ces nombreux résultats informatifs au plan fondamental et peut-être dans un
contexte d’amélioration, la thèse a abouti à la mise en place d’outils en vue de la recherche de
marqueurs moléculaires. La méthode de phénotypage de la tolérance est au point et la majorité
des séquences CBF sont disponibles pour envisager le génotypage. Des essais préliminaires ont
été réalisés pour évaluer les premières corrélations entre tolérance au froid, expression CBF et
polymorphismes de séquences. A ce stade ils ont surtout permis de dégager les paramètres les

Conclusion générale
- 92 -
plus et les moins pertinents pour le phénotypage. Ainsi, pour la tolérance au froid, comme
indiqué plus haut, il semble important de mesurer la tolérance intrinsèque et la tolérance dans les
premiers stades de l’acclimatation. Pour l’expression CBF, l’expression constitutive ou
l’expression après un choc au froid paraissent les plus liées à la tolérance. Par contre, parmi les
quatre gènes CBF étudiés, il est encore difficile d’en désigner un comme majeur puisque leur
expression dépend de la condition de traitement. D’autre part une seule séquence de chaque
sous-famille a été ciblée en RT-PCR, il sera donc important de réaliser le choix après avoir testé
l’expression sur l’ensemble des séquences disponibles. Cette analyse ne peut s’envisager bien sur
que sur un nombre limité de génotypes contrastés pour leur tolérance. Enfin, ce choix permettra
d’aborder l’étape ultime du projet, l’étude d’association génotype-phénotype. Un premier
génotypage a été réalisé comme test sur une séquence EguCBF1a. Il met en évidence des
polymorphismes à la fois dans la partie codante et le promoteur et 11 haplotypes ont ainsi pu être
identifiés sur 14 plantules. Cependant aucune corrélation n’est évidente entre ces haplotypes et le
phénotype, confirmant la nécessité de choisir le bon gène candidat dans cette famille si
complexe.
Cette thèse a donc confirmé que les gènes CBF d’Eucalyptus pourraient être de bons
candidats pour rechercher des SNP, marqueurs de tolérance. Cependant il sera nécessaire de
choisir dans la famille les meilleurs. Il est donc nécessaire de choisir les meilleurs candidats en
vue des études d’association puisque 14 séquences distinctes ont pu être isolées au cours de cette
thèse.
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Annexes

ANNEXE 1
Résultats des analyses de variance du phénotypage pour la tolérance au froid
Transformation en Arcsinus de racine carrée
Figure Expérience
Test d’égalité des
variances des
erreurs de Levene
Comparaison des moyennes Moyenne  Ecart-type(valeurs non transformées)
ddl
1
ddl
2 F P Source ddl
Moyenne
des carrés F P Source N Valeurs
Fig. 4 Survie au gel,
refroidissement,
TI espèces
Fig. 4A 2 °C /h, TI espèces
-2 °C 1 3 2,18 0,2360 (NS) Espèce 1 0,7293 72,21 0,0034 (S) E. gunnii 2 86,35  1,01
E. pellita 3 16,77  9,03
-3 °C 1 3 1,99 0,2530 (NS) Espèce 1 0,6032 40,14 0,0080 (S) E. gunnii 2 82,34  5,07
E. pellita 3 18,30  10,09
-4 °C 1 3 2,44 0,2165 (NS) Espèce 1 0,5957 9,56 0,0536 (NS) E. gunnii 2 84,72  4,17
E. pellita 3 23,54  24,15
-5 °C 1 4 0,49 0,5235 (NS) Espèce 1 0,6942 84,83 0,0008 (S) E. gunnii 3 73,65  9,44
E. pellita 3 12,35  4,78
-6 °C 1 4 0,40 0,5612 (NS) Espèce 1 0,0072 0,21 0,6716 (NS) E. gunnii 3 18,38  11,99
E. pellita 3 24,50  16,18
-7 °C 1 4 0,80 0,4221 (NS) Espèce 1 0,0217 3,58 0,1316 (NS) E. gunnii 3 10,94  4,11
E. pellita 3 4,98  3,27
-8 °C 1 4 2,19 0,2130 (NS) Espèce 1 0,0020 0,24 0,6522 (NS) E. gunnii 3 4,54  1,87
E. pellita 3 3,94  3,78
Fig. 4B 3 °C /h, TI espèces
-5 °C 1 3 0,04 0,8478 (NS) Espèce 1 0,0005 0,02 0,9000 (NS) E. gunnii 3 77,99  11,44
E. pellita 2 76,49  14,10
-5,5 °C 1 4 4,28 0,1075 (NS) Espèce 1 0,1396 14,39 0,0192 (S) E. gunnii 3 81,41  4,11
E. pellita 3 53,58  12,74
-6 °C 1 4 4,26 0,1080 (NS) Espèce 1 0,5283 22,05 0,0093 (S) E. gunnii 3 80,91  5,36
E. pellita 3 26,89  16,74
-6,5 °C 1 4 0,56 0,4943 (NS) Espèce 1 0,0318 13,24 0,0220 (S) E. gunnii 3 14,72  4,03
E. pellita 3 6,04  1,87
-7 °C 1 4 2,29 0,2049 (NS) Espèce 1 0,0856 5,04 0,0881 (NS) E. gunnii 3 17,69  13,01
E. pellita 3 3,49  2,37
-7,5 °C 1 4 4,06 0,1140 (NS) Espèce 1 0,1149 7,56 0,0514 (NS) E. gunnii 3 22,50  14,21
E. pellita 3 4,14  0,93
-8 °C 1 4 2,53 0,1871 (NS) Espèce 1 0,1143 3,64 0,1290 (NS) E. gunnii 3 21,68  15,28
E. pellita 3 4,12  4,41
Fig. 4C 2,5 °C /h, TI espèces
-5 °C 1 4 0,36 0,5795 (NS) Espèce 1 0,0965 11,99 0,0258 (S) E. gunnii 3 78,43  5,41
E. pellita 3 55,00  10,58
-5,5 °C 1 3 1,71 0,2817 (NS) Espèce 1 0,5452 25,83 0,0147 (S) E. gunnii 2 80,27  14,37
E. pellita 3 19,50  9,74
-6 °C 1 4 2,08 0,2225 (NS) Espèce 1 1,1259 109,01 0,0005 (S) E. gunnii 3 87,34  4,92
E. pellita 3 12,17  8,51
-6,5 °C 1 4 0,27 0,6332 (NS) Espèce 1 0,0145 1,98 0,2323 (NS) E. gunnii 3 17,42  7,19
E. pellita 3 10,69  4,67
(S) : Significatif
(NS) : Non significatif

ANNEXE 1 (suite)
Résultats des analyses de variance du phénotypage pour la tolérance au froid
Transformation en Arcsinus de racine carrée
Figure Expérience
Test d’égalité des
variances des
erreurs de Levene
Test des effets inter-sujets Test de Student-Newman-Keuls
ddl
1
ddl
2 F P Source ddl
Moyenne
des carrés F P Source N
Sous-ensemble
Moyenne  Ecart-type
(valeurs non transformées)
1 2 3
Fig. 5 Survie au gel,
TI, 7 espèces
Fig. 5A -5 °C 6 12 1,59 0,2316 (NS) Espèce 6 0,0497 5,29 0,0070 (S) C. maculata 3 81,42  2,88 a
E. gunnii 3 78,43  5,41 a 78,43  5,41 b
E. camaldulensis 3 71,48  8,24 a 71,48  8,24 b 71,48  8,24 c
E. pauciflora 2 69,29  3,06 a 69,29  3,06 b 69,29  3,06 c
E. urophylla 2 57,15  1,07 a 57,15  1,07 b 57,15  1,07 c
E. pellita 3 55,00  10,58 b 55,00  10,58 c
E. nitens 3 50,16  16,98 c
Fig. 5B -5,5 °C 6 10 8,27 0,0021 (S) Espèce 6 0,2800 17,44 0,0001(S) E. gunnii 2 80,27  14,37
C. maculata 2 68,11  23,26
E. camaldulensis 2 57,12  5,37
E. pellita 3 19,50  9,74
E. nitens 3 14,22  1,21
E. pauciflora 3 10,84  6,81
E. urophylla 2 5,15  0,48
Fig. 5C -6 °C 6 13 5,90 0,0037 (S) Espèce 6 0,3920 25,70 < 0,0001 (S) E. gunnii 3 87,34  4,92
E. camaldulensis 2 24,05  9,69
E. nitens 3 23,78  5,69
E. pellita 3 12,17  8,51 12,17  8,51
C. maculata 3 8,03  13,19 8,03  13,19
E. pauciflora 3 5,99  1,93 5,99  1,93
E. urophylla 3 2,37  1,14
(S) : Significatif
(NS) : Non significatif

ANNEXE 1 (suite)
Résultats des analyses de variance du phénotypage pour la tolérance au froid
Transformation en Arcsinus de racine carrée
Figure Expérience
Test d’égalité des
variances des
erreurs de Levene
Comparaison des moyennes Moyenne  Ecart-type(valeurs non transformées)
ddl
1
ddl
2 F P Source ddl
Moyenne
des carrés F P Source N Valeurs
Fig. 7 Fluorescence
de la chlorophylle
Fig. 7A AC 6 mois, espèces
0 J 1 10 5,28 0,0444 (S) Espèce 1 0,0399 19,48 0,0013 (S) E. gunnii 6 0,73  0,05
E. urophylla  E. grandis 6 0,83  0,02
4 J 1 10 0,46 0,5140 (NS) Espèce 1 0,0318 25,30 0,0005 (S) E. gunnii 6 0,74  0,04
E. urophylla  E. grandis 6 0,83  0,02
10 J 1 10 0,02 0,9043 (NS) Espèce 1 0,0059 8,47 0,0156 (S) E. gunnii 6 0,76  0,02
E. urophylla  E. grandis 6 0,80  0,02
14 J 1 10 2,61 0,1370 (NS) Espèce 1 0,0019 2,26 0,1639 (NS) E. gunnii 6 0,79  0,03
E. urophylla  E. grandis 6 0,81  0,02
Fig. 7B AC 8 mois, espèces
0 J 1 10 8,25 0,0166 (S) Espèce 1 0,0474 48,42 < 0,0001 (S) E. gunnii 6 0,77  0,04
E. urophylla  E. grandis 6 0,87  0,01
4 J 1 10 0,90 0,3648 (NS) Espèce 1 0,0008 4,25 0,0662 (NS) E. gunnii 6 0,80  0,01
E. urophylla  E. grandis 6 0,81  0,01
10 J 1 10 0,69 0,4260 (NS) Espèce 1 0,0024 2,20 0,1689 (NS) E. gunnii 6 0,78  0,03
E. urophylla  E. grandis 6 0,80  0,02
14 J 1 10 0,95 0,3530 (NS) Espèce 1 0,0031 7,03 0,0243 (S) E. gunnii 6 0,78  0,02
E. urophylla  E. grandis 6 0,81  0,01
Fig. 8 Survie au gel -6 °C, AC 6
mois et 8 mois
Fig. 8A E. gunnii
0 J 1 4 0,45 0,5406 (NS) Age 1 0,0277 82,55 0,0008 (S) 6 mois 3 13,70  1,07
8 mois 3 5,82  0,94
4 J 1 3 4,83 0,1155 (NS) Age 1 0,0017 2,06 0,2471 (NS) 6 mois 3 10,79  2,22
8 mois 2 8,50  0,43
10 J 1 4 2,30 0,2038 (NS) Age 1 0,0794 36,49 0,0038 (S) 6 mois 3 9,61  1,25
8 mois 3 26,98  5,48
14 J 1 4 0,61 0,4791 (NS) Age 1 0,0558 50,88 0,0020 (S) 6 mois 3 22,25  3,36
8 mois 3 39,88  2,35
Fig. 8B E. urophylla  E. grandis
0 J 1 2 3,73 0,1931(NS) Age 1 0,0048 1,68 0,3248 (NS) 6 mois 3 7,37  2,62
8 mois 1 11,86
4 J 1 4 2,21 0,2111 (NS) Age 1 0,0005 0,80 0,4215 (NS) 6 mois 3 6,84  0,65
8 mois 3 5,97  1,64
10 J 1 4 6,16 0,0681 (NS) Age 1 0,0017 0,25 0,6415 (NS) 6 mois 3 10,01  6,96
8 mois 3 7,49  0,94
14 J 1 4 0,11 0,7524 (NS) Age 1 0,0192 8,62 0,0426 (S) 6 mois 3 6,25  2,09
8 mois 3 12,75  3,18
(S) : Significatif
(NS) : Non significatif

ANNEXE 1 (fin)
Résultats des analyses de variance du phénotypage pour la tolérance au froid
Transformation en Arcsinus de racine carrée
Figure Expérience
Test d’égalité des
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Fig. 10 Survie au gel, E. gunnii,
Provenances Australie,
TI JL
Fig. 10B Familles
TI -5,5 °C 7 30 2,83 0,0218 (S) Provenance 7 0,5211 5,58 0,0003 (S) HSM3 3 82,64  5,72
Pen4 3 74,17  10,98 74,17  10,98
SPP15 4 72,85  13,07 72,85  13,07
SP4103 5 47,05  33,25 47,05  33,25 47,05  33,25
PTR108 3 30,70  46,77 30,70  46,77 30,70  46,77
SL6 3 27,44  16,45 27,44  16,45 27,44  16,45
PTR107 12 19,82  27,22 19,82  27,22
PTR104 5 6,53  8,32
Fig 36 Survie au gel, E. gunnii,
Clones, Arbres, AC et TI
Fig. 36A AC
-10 °C 2 6 9,36 0,0143 (S) Clone 2 0,0020 0,85 0,4748 (NS) 870634 3 79,16  6,85
931043 3 77,00  1,58
941202 3 75,08  0,40
-16 °C 2 6 4,40 0,0666 (NS) Clone 2 0,0127 7,24 0,0252 (S) 870634 3 76,57  3,32 a
931043 3 71,15  5,51 a 71,15  5,51 b
941202 3 64,86  0,88 b
-20 °C 2 6 1,49 0,2975 (NS) Clone 2 0,0235 31,78 0,0006 (S) 870634 3 73,75  0,85 a
931043 3 61,23  3,39 b
941202 3 57,99  2,99 b
Fig. 36B TI
-16 °C 2 6 5,13 0,0502 (NS) Clone 2 0,0281 5,42 0,0452 (S) 870634 3 57,86  2,48 a
931043 3 50,62  5,72 a 50,62  5,72 b
941202 3 39,02  10,29 b
-18 °C 2 6 1,74 0,2536 (NS) Clone 2 0,0095 1,44 0,3087 (NS) 870634 3 52,49  6,69
931043 3 48,38  11,00
941202 3 41,47  5,34
(S) : Significatif
(NS) : Non significatif

ANNEXE 2
Localisation des sites d’échantillonnage en Tasmanie
pour Eucalyptus gunnii
0 100 km
Snug Plains
(598 m)
Horseshoe Marsh
(520 m)
Pensford
(965 m)
St Patricks Plain
(876 m)
Jacks Marsh
(866 m)
Pine Tree Rivulet
(1042 m)
Shannon Lagoon
(1061 m)
Mt Arthur
(498 m)
West Mienna
(1061 m)
South Brandum
(1062 m)
Altitudes hautes
Altitudes intermédiaires
Altitudes basses

20
58
33
0 0 0
40
80
20
60
80
0
20
100
60
40
20
80 80
100
80
60
0 0 0
20
80
0 3 0
30
0
20
40
60
80
100
PT
R
10
4
PT
R
10
7
PT
R
10
8
SB
4
SB
6
SB
11
W
M
41
04
W
M
41
05
W
M
41
06
SL
2
SL
6
SP
T3
/9
SP
T3
/1
0
Pe
n2
Pe
n4
Pe
n1
6
JM
11
JK
M
1
JK
M
5
SP
P3
SP
P1
5
SP
P1
7
84
/M
A/
gu
n/
2
84
/M
Ar
/g
un
/4
84
/M
Ar
/g
un
/6
H
SM
1
H
SM
3
H
SM
6
SP
41
00
SP
41
01
SP
41
03
Taux de
germination
(%)
Ta
ux
de
ge
rm
in
at
io
n
en
%
(1
ré
pé
tit
io
n)
N° de lot de graines
Altitudes hautes Altitudes intermédiaires Altitudes basses
ANNEXE 3
Taux de germination des lots de graines des provenances d’Eucalyptus gunnii
issus de Tasmanie
Notation à 28 jours après passage à 25 °C (jour) / 22 °C (nuit) en jour long avec stratification au froid à 4 °C
pendant 28 jours préalablement
Code Population Arbre mère Plantule
Population
PTR : Pine Tree Rivulet
SB : South Brandum
WM : West Mienna
SL, SPT : Shannon Lagoon
Pen : Pensford
JKM : Jacks Marsh
SPP : St Patricks Plain
84/MA, 84/MAr : Mt Arthur
HSM : Horseshoe Marsh
SP : Snug Plains
Arbre mère
PTR104 : Pine Tree Rivulet Arbre n°104
Descendance
PTR104-1 : Pine Tree Rivulet Arbre n°104 Plantule n°1

ANNEXE 4
Différents CBF isolés chez les végétaux
Groupe Sous
groupe
Genre Espèce et sous-espèce Séquences
Monocotylédones Aloe vera AeDREB1 (DQ981484)
Agrostis capillaris AcCBFIIIa-6 (DV858477)AcCBFIIId-19 (DV853050)
stolonifera AstCBFIIIc-3 (DY543542)
Avena sativa AsCBFIIId-12 (AM071409)AsCBFIIId-16A (AM071406)
AsCBFIIId-16B (AM071407)
AsCBFIVa (AM071408)
Brachypodium distachyon BdCBFIa-1 (DV479443)BdCBFII-5 (DV482761, DV481106, DV485162)
BdCBFIIIa-6 (DV485858, DV489297, DV487222, DV478843, DV489355, DV484024, DV478031)
Cocos nucifera CnCBF-like (DQ497739)
Cynodon dactylon CdDREB-like1 (AY462117)
Dypsis lutescens DlCBFI-1 (DQ497738)
Elaeis guineensis EgCBF1 (DQ497736)EgCBF2 (DQ497735)
oleifera EoCBF-like (DQ497734)
Festuca arundinacea FaCBFIIIa-6 (AJ717399)FaCBFIIIc-3 (DT710563, DT701428)
FaCBFIVa-2 (AY423713)
Hordeum brevisubulatum HbCBFIVa-2 (DQ250027)
vulgare subsp. spontaneum HvCBF3 (AY895834)
vulgare subsp. vulgare HvCBFIa-1 (AY785836)HvCBFIa-11 (AY785890)
HvCBFII-5 (AY785855)
HvCBFIIIa-6 (AY785860)
HvCBFIIIc-3 (AY785845)
HvCBFIIIc-8A (AY785868)
HvCBFIIIc-10A (AY785882)
HvCBFIIIc-13 (DQ095158)
HvCBFIIId-12 (DQ095157)
HvCBFIVa-2A (AY785841)
HvCBFIVc-14 (DQ095159)
HvCBFIVd-4A (AY785849)
HvCBFIVd-9 (AY785878)
Iris lactea var. chinensis IlCBF1 (DQ131497)
Lolium perenne LpCBFIIIa-6 (AY960831)
Oryza sativa OsCBF-1F (AY785897)OsCBFIa-1G (AK060550
OsCBFIa-1E (AY785896)
OsCBFII-1C (AY327040)
OsCBFIII-1D (AY785895)
OsCBFIII-1I (XM_483622)
OsCBFIII-1J (XM_483621)
OsCBFIIIa-1A (AF300970)
OsCBFIIIb-1H (AP008215)
OsCBFIV-1B.1 (AY785894)
Panicum virgatum PvCBFIa-11 (DN144490, DN145877)PvCBFII-5 (DN143696, DN145297, DN143313)
PvCBFIIIa-6 (DN144355, DN143145, DN143526)
Ravenea rivularis RrCBF-like (DQ497733)
Rhapidophyllum hystrix RhCBF1 (DQ497740)RhCBFI-1 (DQ497742)
RhCBFI-2 (DQ497743)
RhCBF2 (DQ497741)
Sabal minor SmCBF-like (DQ497731)
palmetto SpCBFI-1 (DQ497730)
Secale cereale ScCBFIVb (AF370728)ScCBFIVd-9A (AF370729)
ScCBFIVd-9B (AF370730)
Saccharum officinarum SoCBFIa-11 (CA212714, CA156028, CA080013, BQ534420)SoCBFII-5 (CA162524, CA161788, CA089833, BQ533805)
SoCBFIIIa-6 (BU103690, CA090085, CA109731, CA105526)
SoCBFIIIb-11 (CA155733)
SoCBFIV (CA274081)
Sorghum bicolor SbCBFII-5 (AY785898)SbCBFIIIa-6 (AY785899)
Triticum aestivum TaCBFIa-A11 (EF028751)TaCBFII-5.1 (EF028752)
TaCBFIIIa-6.1 (EF028755)
TaCBIIIc-3.1 (EF028758)
TaCBFIIIc-B10 (EF028761)
TaCBFIIId-12.1 (EF028762)
TaCBFIIId-A15 (EF028764)
TaCBFIIId-A19 (EF028766)
TaCBFIVa-A2 (EF028769)
TaCBFIVb-A20 (EF028772)
TaCBFIVb-21.1 (EF028775)
TaCBFIVc-14.1 (EF028777)
TaCBFIVd-4.1 (EF028780)
TaCBFIVd-9.1 (EF028782)
TaCBFIVd-A22 (EF028785)
monococcum TmCBFII-5 (AY951947)TmCBFIIIb-18 (AY951946)
TmCBFIIIc-10 (AY951950)
TmCBFIIIc-13 (AY951951)
TmCBFIIId-16 (AY951944)
TmCBFIIId-17 (AY951945)
TmCBFIVa-2 (AY951945)
TmCBFIVd-4 (AY951945)
Zea mays ZmCBFII-5 (DR964417, DV523865, DR790548, DV530932)ZmCBFIIIb-1A (AF450481)
ZmCBFIIIb-1B (EB674710, DV539998, DV510250, DR821363, EB674709, EB400670, DR795602)
Zingiber officinale ZoCBFI-1 (DY354914, DY380878)ZoCBFI-2 (DY344903, DY345420, DY380161, DY381223)

ANNEXE 4 (suite)
Différents CBF isolés chez les végétaux
Groupe Sous
groupe
Genre Espèce et sous-espèce Séquences
Dicotylédones Herbacées Ageratina adenophora AaCBF1 (DQ923522)
Arabidopsis thaliana AtCBF1 (AY667247)AtCBF2 (AY667247)
AtCBF3 (AY667247)
AtCBF4 (NM_124578)
AtDDF1 (NM_101131)
AtDDF2 (NM_104981)
Arabis pumila ApCBF (ABA42927)
Brassica juncea BjCBF7 (AY887137)
napus BnCBF5 (AF499031)BnCBF7 (AF499032)
BnCBF16 (AF499033)
BnCBF17 (AF499034)
BnDREBII-1 (AY437878)
BnDREBII-2 (AY444874)
BnDREBII-3 (AY444875)
oleracea BoCBF1 (AF370731)BoCBF2 (AF370732)
rapa subsp. pekinensis BpCBF1 (DQ022954)BpCBF2 (DQ022955)
Capsella bursa-pastoris CbCBF (AY391121)CbCBF25 (AY491498)
Capsicum annum CaCBF1A (AY368482)CaCBF1B (AY368483)
Chorispora bungeana CbCBF-like (AY994123)
Chrysanthemum x morifolium CmDREBa (EF490996)
Cucumis melo CmeDREB1 (AB125974)
sativus CsCBF1 (DQ776899)
Fragaria x ananassa FaCBF1 (EU117214)
Glycine max GmCBF-like (AF370735)
soja GsDREB1 (AY802779)
Gossypium hirsutum GhDREB1A (AY321150)GhDREB1L (DQ409060)
Helianthus annuus HaCBF (BU016783)
Lactuca sativa LsCBF (BQ845452)
Medicago truncatula MtCBF (TC79347)
Nicotiana tabacum NtACRE111A (AF211530)NtACRE111B (AF211531)
Solanum demissum SdDREB1B (AC149289)
habrochaides LhCBF1 (AB231689)
lycopersicum LeCBF1 (AY034473)LeCBF2 (AY497899)
LeCBF3 (AY497899)
tuberosum StCBF1 (DQ887515)StCBF2 (DQ888317)
Thellungiella salsuginea TsDREB1 (AY514018)

ANNEXE 4 (fin)
Différents CBF isolés chez les végétaux (suite)
Groupe Sous
groupe
Genre Espèce et sous-espèce Séquences
Dicotylédones Ligneux Ampelopsis brevipedunculata AbCBF1 (EF150890)AbCBF1a (EF150893)
AbCBF1b (EF150894)
AbCBF4 (EF150908)
cordata AcCBF1 (EF150895)AcCBF4 (EF150909)
Betula pendula BpCBF1 (EF530204)BpCBF2 (EF530205)
BpCBF3 (EF530206)
BpCBF4 (FG124897)
Citrus sinensis CsnCBF2 (CX076036)
Cissus antarctica CanCBF1 (EF150896)CanCBF2 (EF150904)
CanCBF4a (EF150910))
incisa CinCBF1a (EF150897)CinCBF1b (EF150898)
CinCBF4 (EF150911)
quadrangularis CquCBF1 (EF150899)CquCBF4 (EF150912)
sicyoides CsiCBF1 (EF150900)CsiCBF1b (EF150901)
CsiCBF4a (EF150913)
CsiCBF4b (EF150914)
Eucalyptus globulus EgCBF1 (DQ523829)
gunnii EguCBF1a (DQ241820)EguCBF1b (DQ241821)
EguCBF1c (EU794855)
EguCBF1d (EU794856)
Hevea brasiliensis HbCBF1 (AY960212)
Leea guineensis LgCBF1 (EF150902)
Malus baccata MbCBF/DREB1 (EF582842)
x domestica MdCBF1 (DQ074478)
Parthenocissus inserta PinCBF1 (EF150891)PinCBF2 (EF150903)
PinCBF4 (EF150907)
tricuspidata PtrCBF1 (EF150892)
Populus suaveolens PsCBF1 (DQ487103)
tomentosa PtoCBF1 (DQ354394)PtoCBF2 (DQ354395)
trichocarpa PtCBF1 (EF151456)PtCBF2 (EF151457)
PtCBF3 (EF151458)
PtCBF4 (EF155962)
PtCBF5 (EF151459)
PtCBF6 (EF151460)
Poncirus trifoliata PtriCBF1 (CD576150)
PtriCBF3 (CD575301)
Prunus avium PaD2A (AB080965)PaDREB1 ou PaD2B (AB080966)
PaD2Ctr (AB080967)
Vitis aestivalis VaeCBF1a (EF150888)VaeCBF1b (EF150889)
VaeCBF4a (EF150905)
VaeCBF4b (EF150906)
amurensis VamCBF1 (EF150887)VamCBF3 (DQ517298)
riparia VrCBF1a (AY390370)VrCBF1b (AY390371)
VrCBF2 (AY390373)
VrCBF3 (AY390374)
VrCBF4 (AY706986)
vinifera VvCBF1 (AY390372)VvCBF2 (AY390376)
VvCBF3 (AY390375)
VvCBF4 (DQ497624)

ANNEXE 5
Caractéristiques des amorces utilisées pour l’étude des CBF chez les eucalyptus
But de l’amplification Nom de l’amorce Séquence de l’amorce Longueur(pb)
Tm
(°C)
Isolement des CBF1
Partie AP2 + Signatures CBF EguCBF1a-I-AP2-s 5’-GAGACTCGGCACCCGMTDTAC-3’ 21 66-70
EguCBF1a-I-AP2-as 5’-CCTCCAGGCGGAGTCRGMGAAGTT-3’ 24 76-80
EguCBF1a-I-AP2S1-s 5’-CCGAAGAAGCSVGCTGGAAGG-3’ 21 68-70
EguCBF1a-I-AP2S1-as 5’-GCCATGCGGAGTCTGCGAAGTT-3’ 22 70
EguCBF1a-I-AP2S2-s 5’-CCRAAGAAGCSBGCBGGVMGG-3’ 21 66-76
EguCBF1a-I-AP2S2-as 5’-KCCAHGCSGARTCWGCGAARTT-3’ 22 64-72
Allongement CBF1a en 5’ EguCBF1a-I-ext.5’-as 5’-TCTTCCGAACGCAACTTCTTCTC-3’ 23 68
EguCBF1a-I-int.5’-as 5’-GCTGCCATCTCCACAGTAGGGA-3’ 22 70
Allongement CBF1a en 3’ EguCBF1a-I-ext.3’-s 5’-GAGACTCGGCACCCGATGTACC-3’ 22 72
EguCBF1a-I-int.3’-s 5’-GAGATGGCGGCGCGCGCCCACG-3’ 22 80
Allongement CBF1b en 5’ EguCBF1b-I-ext.5’-as 5’-GGGAGGACGTCTGCACAGGGATACTGCG-3’ 28 92
EguCBF1b-I-int.5’-as 5’-CAAATGATTAGACTCATTTCATTCG-3’ 25 66
Allongement CBF1c en 5’ EguCBF1c-I-ext.5’-as 5’-ATATGCAACGCCGATGCTACCATGAACA-3’ 28 82
EguCBF1c-I-int.5’-as 5’-TACCCATCTCCGCCGCATTGTGGTGGAA-3’ 28 88
Allongement CBF1c en 3’ EguCBF-1c-I-ext.3’-s 5’-CTTTGCTGAAGCGTCGTCCTCCTCGTCG-3’ 28 90
EguCBF-1c-I-int.3’-s 5’-GACAAGAAGTCGGGGATCTGGCTGGACA-3’ 28 88
Allongement CBF1d en 5’ EguCBF1d-II-ext.5’-as 5’-GGGAGGGGGTGCTCGCTCATTAGAGATG-3’ 28 90
EguCBF1d-II-int.5’-as 5’-GCAACGCCCGATGCTGCCGTGAACATGG-3’ 28 92
Allongement CBF1d en 3’ EguCBF1d-II-ext.3’-s 5’-AGTGCGGCTGCGTGACTCGGGCAAGTGG-3’ 28 94
EguCBF1d-II-int.3’-s 5’-GCTTGGCACCTTCCCTACTGTGGAGATGG-3’ 29 92
Adaptateurs AP1-s 5’-GTAATACGACTCACTATAGGGC-3’ 22 64
AP2-s 5’-ACTATAGGGCACGCGTGGT-3’ 19 60
Amplifications séquence entière
CBF1a-II EguCBF1a-II-PR1-s 5’-GTTTCTGCGGTACACTTCAAACAA-3’ 24 68
EguCBF1a-I-RT-as 5’-GCCCAACATCATCATCGATATG-3’ 22 64
CBF1a-III, CBF1a-IV, CBF1a-VI EguCBF1a-I-Pro1-s 5’-CACTGAAAAATAACATAAAATTGGAG-3’ 26 66
EguCBF1a-I-RT-as 5’-GCCCAACATCATCATCGATATG-3’ 22 64
CBF1a-IV-espèces EguCBF1a-IV-Pr1-s 5’-ACGCACGCGTGTCGTACTCT-3’ 20 64
EguCBF1a-IV-3’UTR1-as 5’-CATCAGAAAAGCTGTGTTTCATCTA-3’ 25 68
CBF1a-V EguCBF1a-I-Pr1-s 5’-GGAGATAAGGTACGGATAAC-3’ 20 58
EguCBF1b-RT-as 5’-TAACTATATGCAAACGCCCG-3’ 20 58
CBF1b-II, CBF1b-III EguCBF1b-I-Pr1-s 5’-TGTAATGTGATGCTAATGTC-3’ 20 54
EguCBF1b-I-RT-as 5’-CACAATGACTCGGGCAGTTTC-3’ 21 64
CBF1b-IV, CBF1b-V EguCBF1b-I-Pr2-s 5’-GCAGAGTAGGTGTCGAAGATATTTC-3’ 25 72
EguCBF1b-I-3’UTR1-as 5’-GTCCCTAACGACAAAACACTTAAAG-3’ 25 70
CBF1d-I EguCBF1d-II-Pr2-s 5’-CAGCATGATTGTTGGCTTTA-3’ 20 56
EguCBF1d-II-RT-as 5’-GCCATGTGCGAGCTCCAT-3’ 18 58
Amplifications partie codante
CBF1a EguCBF1a-I-ATG-s 5’-ATGAACCCTTTCTCTTCTCATT-3’ 22 60
EguCBF1a-I-TGA-as 5’-TCAGATGGAATAGCTCCATAAT-3’ 22 60
Amplifications sur colonies
Plasmide M13-F-(-20)-s 5’-GTAAAACGACGGCCAGT-3’ 17 52
M13-R-as 5’-AACAGCTATGACCATG-3’ 16 46
RT-PCR
CBF1a EguCBF1a-I-RT-s 5’-GGTACGAAGCCATTTTTTTGGT-3’ 22 62
EguCBF1a-I-RT-as 5’-GCCCAACATCATCATCGATATG-3’ 22 64
CBF1b EguCBF1b-I-RT-s 5’-AAAGCTGTGTTCCCCATGACA-3’ 21 62
EguCBF1b-I-RT-as 5’-CACAATGACTCGGGCAGTTTC-3’ 21 64
CBF1c EguCBF1c-I-RT-s 5’-TTTTAGGGCGTGCCGTTAGA-3’ 20 60
EguCBF1c-I-RT-as 5’-TCTACCGGAGGCCCAACA-3’ 18 58
CBF1d EguCBF1d-II-RT-s 5’-CTTCTGATGTTGGGCCTCTGA-3’ 21 64
EguCBF1d-II-RT-as 5’-GCCATGTGCGAGCTCCAT-3’ 18 58
18S 18S-RT-s 5’-CGCGCTACACTGATGTATTC-3’ 20 60
18S-RT-as 5’-GTACAAAGGGCAGGGACGTA-3’ 20 62
Tubuline-RT EguTubuline-a1-RT-s 5’-TGGTTCGGGGCTTGGTTCCC-3’ 20 66
EguTubuline-a1-RT-as 5’-GCGCTTGGTCTTGATGGTTG-3’ 20 62
Clé des symboles : B=C+G+T ; D=A+G+T ; H=A+C+T ; K=G+T ; M=A+C ; N=A+C+G+T ; R=A+G ; S=C+G ; V=A+C+G ; W=A+T ; Y=C+T.


Abstract
The Eucalyptus species have a significant diversity, but low temperatures limit their
growth in temperate regions. To assist the selection, the thesis goal was to study the natural
variability of the sequence of genes for transcription factors CBF (C-repeat binding factor)
involved in response to cold. A method of cold tolerance phenotyping for seedling stage was
designed in six species of Eucalyptus and one Corymbia species. In parallel, the isolation and
characterization of promoters and coding regions of four CBF were obtained from Eucalyptus
gunnii. An expression study by RT-PCR performed on three species and 14 E. gunnii genotypes,
exposed to cold shows that the CBF are regulated according to the cold conditions and genotype.
Finally, the first correlations between cold tolerance and CBF expression and sequence
polymorphisms were investigated for 14 E. gunnii genotypes.
Keywords: Eucalyptus, CBF, cold tolerance, RT-PCR, sequence polymorphisms
